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Resumo

Introducgao: As f—hemoglobinopatias sdo uma das doengas autossdmicas recessivas mais
comuns em todo o mundo. A indugdo farmacologica da hemoglobina fetal (HbF) é uma
estratégia terapéutica promissora e a hidroxiureia (HU) € um farmaco aprovado pela Agéncia
Europeia do Medicamento para este efeito. No entanto, é necessaria a identificacdo de novos
agentes com maior atividade indutora, menor toxicidade celular e custo.

Mecanismos como a metilacdo do DNA e acetilagdo das histonas podem regular a expressao
génica e os compostos naturais sdo potentes moduladores epigenéticos.

A genisteina (GN), um flavonoide da soja, e a epigalocatequina-3-galato (EGCG), principal
polifenol do cha verde, foram associados a efeitos epigenéticos e previamente identificados
como potenciais indutores da HbF sem efeitos citotdxicos em células K562.

Objetivo: Avaliar a modulagéo epigenética da EGCG e GN na potencial indugédo da HbF.
Material e Métodos: O RNA total de células da linhagem K562 previamente expostas durante
72 ou 96 horas a GN e EGCG em 3 concentracgdes (100, 250 e 500 ng/mL) e a HU a 25 pg/mL,
foi quantificado e convertido a cDNA. Por sua vez, este foi usado para avaliar os seus efeitos
transcricionais em moduladores epigenéticos (DNMT1, DNMT3A, DNMT3B e HDAC de classe
I) pelo gqRT-PCR com primers especificos.

Resultados: A EGCG afeta maioritariamente a transcricdo da HDAC2 e HDAC8 em ambos
os tempos de exposi¢cao, enquanto a GN influencia os niveis de expressao génica da
metilacao as 72 horas (especialmente da DNMT1) e desacetilagdo nos dois tempos (HDACT,
HDAC3 e HDACS8). A analise transcricional de ambos revela uma dose resposta n&o
monotonica (DRNM). A HU aparenta ter efeitos divergentes, com impacto transcricional na
metilacdo em ambos os tempos de exposicdo (DNMT3A) e da desacetilagdo as 96 horas
(HDAC1 e HDACS).

Conclusao: Sucintamente, os nossos resultados apoiam a hipotese que a EGCG e a GN
podem atuar como moduladores epigenéticos perante o seu potencial indutor da HbF e serem

eventualmente, futuros candidatos a novos agentes terapéuticos nas hemoglobinopatias.

Palavras-chave: Epigalocatequina-3-galato; Genisteina; Hemoglobina fetal; Moduladores

epigenéticos; Hidroxiureia.
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Abstract

Introduction: — hemoglobinopathies are one of the most common autossomic recessive
diseases in the world. The farmacologic induction of fetal hemoglobin (HbF) is a promising
therapeutic strategy and hydroxyurea (HU) is a approved drug by the European Medicine
Agency with this purpose. However, it's necessary to identify new agentes with higher HbF
inducing activity activity, less toxic and expensive.

Mechanisms like DNA methylation and histone acethylation might regulate genetic expression
and natural compounds are powerful epigenetic modulators.

Genistein (GN), a soy flavonoid, and Epigallocatechin-3-gallate (EGCG), major green tea
component, were associated to epigenetic effects and previously identified as potencial HbF
inductors without citotoxic effects in K562 cells.

Objetive: Evaluate the epigenetic modulation by EGCG and GN in their potential HbF
induction.

Material and Methods: Total RNA from cells of the K562 lineage previously exposed for 72
or 96 hours to GN and EGCG in 3 concentrations (100, 250 and 500 ng/mL) and to HU at 25
Mg/mL was quantified and converted to cDNA. In turn, this one was used to evaluate their
transcriptional effects in epigenetic modulators (DNMT1, DNMT3A, DNMT3B e class | HDAC)
by gRT-PCR using specific primers.

Results: EGCG mostly affects transcription of HDAC2 and HDACS8 at both exposure times,
while GN influences the genetic expression levels of methylation at 72 hours (specially
DNMT1) and deacetylation at both times (HDAC1, HDAC3, and HDACS8). The transcripcional
analysis of both reveals a non-monotonic dose response (NMDR). HU appears to have
divergent effects, with impact in methylation transcription at both exposure times (DNMT3A)
and desacetylation at 96 hours (HDAC1 and HDACS).

Conclusion: Succinctly, our results support the hypothesis that EGCG and GN might act as
epigenetic modulators in relation to their potential HbF induction and are might be future

candidates as new therapeutic agents in hemoglobinopaties.

Keywords: Epigalocatechin-3-galate; Epigenetic modulators; Fetal hemoglobin; Genistein;

Hemoglobinopaties; Hydroxyurea.
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1. Capitulo 1 - Introducao

As hemoglobinopatias sdo consideradas uma das doencgas hereditarias monogénicas mais
comuns no mundo, estimando-se que cerca de 90% dos recém-nascidos em paises de baixo
e médio rendimento sejam por estas afetados’?. Os dados existentes apontam a B-talassémia
e a doenca falciforme como as hemoglobinopatias mais frequentes'.

A B-talassémia engloba desordens na cadeia B da hemoglobina (Hb) que podem causar
diminuigdo da sua sintese?®, resultando na acumulacgao de cadeiras a . Ja a doenca falciforme
(DF) acontece por mutagéo na posi¢ao 6 do gene da B-globina (na qual o aminoacido acido
glutdmico € substituido por uma valina), resultado na formacdo de uma Hb anormal
denominada de HbS* A HbS ira polimerizar perante hipdxia, deformando a membrana
eritrocitaria que se adapta e toma uma forma anormal denominada de célula falciforme*.

A hemoglobina fetal (HbF) é predominante durante a vida fetal e apés o nascimento, a sua
quantidade fisiologica decresce até atingir cerca de 1% apds 6 meses e a partir dos quais, a
hemoglobina adulta (HbA) se torna maioritaria durante a restante vida®. No entanto, uma
terapéutica nestas situagcdes consiste em induzir a expressao de HbF, uma vez que a sua
persisténcia hereditaria em situacbes de doenca falciforme permite aumentar a sua
quantidade em circulagao, diminuindo a HbS anormal presente e as consequéncias desta
hemoglobinopatia®.

A hidroxiureia (ou hidroxicarbamida ou HU) é um farmaco indutor da expressao de HbF, por
aumento da expressao do gene da y-globina, reduzindo o niumero e severidade das crises
decorrentes’?8.

Apesar da sua aplicabilidade clinica, a HU tem diversas desvantagens, como a extensa
mielosupresséo® e potencial carcinogénico’®''. Apresenta ainda efeitos teratogénicos no
desenvolvimento embrionario em ratinhos, pelo que o seu uso é desaconselhado em
gestantes’ e tem limitada aplicagdo em paises em desenvolvimento pela inexisténcia de
recursos™®.

Devido aos efeitos prejudiciais e dificuldade do uso em paises subdesenvolvidos que a HU
apresenta, torna-se importante disponibilizar outros compostos que atuem como indutores da
expressao de HbF e apresentem menor toxicidade e facilidade de aquisigéao.

Atualmente, sabe-se que existem compostos obtidos na alimentacdo que afetam
significativamente a expressao génica, de RNA mensageiro (MRNA) e proteinas'™.

A genisteina (GN) é um composto natural presente em grandes quantidades em derivados da
soja’®. E um composto usado para terapéutica carcinogénica atuando como indutor da

apoptose, inibidor da angiogénese e da metastizagio'®. Mais ainda, a nivel epigenético, foi
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1. Introdugao

associado a diminui¢do da metilagdo das regides promotoras de genes supressores de tumor
previamente hipermetilados (logo silenciados) em células humanas de cancro hepatocelular'”
e da mama'®.

Ja a epigalocatequina-3-galato (EGCG) é o principal composto polifenol presente no cha
verde, por sua vez associado a ag¢des protetoras no organismo humano (anti-inflamatéria e
anti-oxidante)'. Este é anticancerigeno'™ e reconhecido como modulador epigenético,
diminuindo a atividade enzimatica das DNA metiltransferases (DNMT) e como tal, reativando
a expressao de genes supressores de tumor previamente silenciados em células de cancro
cervical?®® e da pele?'.

Um estudo recente demonstrou que a EGCG e a GN atuam sem efeitos citotdxicos em células
K562, diminuindo a expressédo do gene regulador BCL711A, um supressor da y-globina?.
Assim sendo, estes compostos naturais apresentam potencial indutor da expressao de HbF e
podem representar uma futura alternativa profilatica para as hemoglobinopatias?.

Apesar de serem reconhecidos moduladores epigenéticos, o mencionado estudo nao verificou
qual a possivel modulacéo epigenética de cada um destes compostos no seu potencial indutor

da HbF, sendo esse o objetivo deste trabalho.

1.1. Questao de investigagao

“Poderdo a EGCG e GN atuar a nivel epigenético como potenciais indutores da HbF?”

1.2. Objetivos

1.2.1. Geral

Avaliar a modulagéo epigenética da EGCG e GN na reativagéo transcricional da y-globina e
inducao de HbF.

1.2.2. Especificos

1) Avaliar os efeitos da EGCG e GN na expressao génica de modeladores epigenéticos (DNA
metiltransferases — DNMT e histonas desacetilases — HDAC) em células K562, através do
gRT-PCR;

2) Avaliar o efeito da HU na expressao génica de modeladores epigenéticos (DNMT e HDAC)
em células K562, através do gRT-PCR,;

3) Comparar os resultados de expressao génica de moduladores epigenéticos obtidos
individualmente com a EGCG e GN com resultados previamente reportados nas mesmas
células K562 para expressao dos genes da a-globina (HBA1), B-globina (HBB), y-globina
(HBG1 e HBG2) e nos reguladores da HbF (BCL11A, MYB, KLF1 e BGLTS3).

2
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2. Capitulo 2 — Revisao da literatura

2.1. Hemoglobina humana

A hemoglobina (Hb) é um tetrdmero composto por quatro subunidades polipeptidicas
denominadas de globinas e 4 grupos heme que interagem com os residuos de histidina
presentes nas primeiras (figura 2.1). Os grupos heme permitem o transporte de oxigénio e
sdo compostos por um elemento central — o ferro Il (Fe?*) — e por protoporfirinas?.

Nos humanos, existem dois /oci diretamente relacionados com a sintese das globinas (figura
2.1 - A): o locus a, no cromossoma 16, que contém 3 genes diferentes - HBZ (), HBA1 (a1) e
HBAZ2 (a2) — e o locus B, no cromossoma 11, com 5 genes distintos — HBE1 (g), HBG1 (yA),
HBG2 (yG), HBD () e HBB (B)®. Na extremidade 5’ do locus B, a montante do gene HBET,
encontra-se ainda uma regido denominada de locus control region (ou LCR). Esta foi
inicialmente identificada em ratos transgénicos devido ao silenciamento de todo este locus
como consequéncia de uma delegdo nesta regido génica?*. E apontada como especifica de
toda a linhagem eritrocitaria, tratando-se de uma zona dominante no controlo e eficiéncia do

inicio da transcrigdo génica®*.
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Figura 2.1 - (A) Desenvolvimento humano (em semanas pré e pés-nascimento) e expressao das cadeias de
globina (em % de sintese total), conforme o local humano. (B) Constituicdo génica dos loci o (cromossoma
16) e B (cromossoma 11). Adaptado de: Wienert B, Martyn G, Funnell A, Quinlan K, Crossley M. Wake-up Sleepy
Gene: Reactivating Fetal Globin for B-Hemoglobinopathies. Trends Genet. 2018;34. doi: 10.1016/j.tig.2018.09.004.

O LCR atua de forma dinamica na transcricdo génica das globinas, ganhando proximidade
com o respetivo gene que deve ser expresso durante determinada fase de desenvolvimento
humano®. Mais ainda, os fatores regulatérios positivos (“ativadores”) ou negativos
(“repressores”) vao ligar-se especificamente a regido promotora dos genes da globina,
competindo entre si para interagir com a LCR e conseguindo assim, diferente dominancia das

Hb’s ao longo da vida humana?.
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Todos os genes mencionados encontram-se organizados espacialmente de forma paralela
para que aconteca a sua expressao sequencial nas células eritrocitarias com o decorrer do
tempo?. Assim, gracas a fatores transcricionais (mais a frente mencionados) e a LCR,
prevalecem ao longo do desenvolvimento humano distintas moléculas de Hb devido a
regulagdo da expressdo de determinados genes que compdem o locus B (figura 2.1 - B)°.
Durante a fase embrionaria (primeiro trimestre apos fecundagéo) as células eritrocitarias a
diferenciarem-se no saco vitelino expressam os genes HBZ (locus a) e HBE1 (locus B),
formando a Hb embrionaria que é composta pelas globinas { e & 27,

Apos esta etapa, quando se inicia a hematopoiese fetal no figado, o gene da y-globina (HBG1
e HBG2) comega a ser expresso conjuntamente com o da a-globina (HBA) para formar a Hb
fetal (HbF ou axy2)?’. Na altura do nascimento, a hematopoiese passa a ser realizada na
medula éssea e vao passar, gradualmente, a exprimir-se os genes da a-globina e 3-globina
(HBB) - formando a Hb adulta (HbA - a2f32) - e ainda o gene da &-globina (HBD) - formando a
Hb adulta minor ou Az (HbAz - 028,)?".

A quantidade de HbF decai até dois anos apds o nascimento, estabelecendo-se o normal perfil
de um adulto com a HbA como a Hb mais abundante, seguindo-se a HbA, (com 2,5 a 3,5%)

e por fim, a HbF em niveis abaixo de 1%?.

2.2. Regulacao da expressao de hemoglobina

A mudanca de expressdo de HbF para HbA que decorre ao longo da vida humana da-se o
nome de HbF swtich, uma vez que as quantidades maioritarias de Hb eritrocitaria se invertem
apo6s o nascimento. Na etiologia deste fendmeno fisioldégico encontram-se diversos
mecanismos moleculares que permitem regular a expressdo da HbF e assim, diminuindo-a
apos o nascimento de forma gradual para aumentar a expressao de HbA.

A identificacdo de todos os mecanismos moleculares implicados no HbF switch permitem
reconhecer alvos mais especificos e eficazes para induzir a expressao desta Hb em doentes
com patologias que afetem as suas normais quantidades presentes no organismo®.

De forma geral, as principais regides reguladoras da expressao de HbF identificadas em
humanos cuja variagdo genética influencia a normal mudanga na expressao molecular de HbF
para a HbA decorrente no desenvolvimento humano, sao o B Cell Lymphoma 11A (BCL11A)
e HBSL-1-MYB. Um estudo de 2010 atribui cerca de 40% a 50% da diferencga inter-individual
na expressao fenotipica de HbF como resultado de variantes genéticas hereditarias nestes 2
genes, salientando a sua importancia na regulagdo transcricional da Hb humana®.

No entanto, existem ainda outros reguladores transcricionais que se estipula estarem
implicados no fendmeno de HbF switch tais como o mais recentemente identificado, BGLT3
(figura 2.2). Os mecanismos epigenéticos podem igualmente alterar a expressao das Hbs, tais
como a metilacido do DNA e acetilacdo das histonas.
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Figura 2.2 — Reguladores da expressao de hemoglobina e a sua interagdo com os genes das globinas
presentes no cromossoma 11. Adaptado de: Paikari A, Sheehan V. Fetal haemoglobin induction in sickle cell
disease. Br J Haematol. 2017;180. doi:10.1111/bjh.15021.

2.21. BCL11A

O primeiro locus gendmico identificado como regulador dos niveis de HbF foi uma regiao do
cromossoma 2 incluida no gene BCL11A, gracas a GWAS (Genome-Wide Association
Studies) que analisaram a presenca de variantes genéticas em individuos com diferentes
niveis de expresséo desta Hb%*3' levando a hipétese de que este gene seria um regulador
da expressao de HbF.

De facto, um estudo posterior demonstrou que os niveis de expressao da proteina BCL11A
estariam correlacionados com o desenvolvimento eritrocitario, uma vez que as células
eritrocitarias produzidas no figado fetal estariam n&o apenas associadas a grande expressao
da y-globina (e consequente HbF), mas também a uma baixa expressao de formas proteicas
completas de BCL11A , sugerindo assim o seu papel como repressor da expressao do gene
da y-globina®. Esta hipdtese veio a ser apoiada ao fazer uso de shRNA (short hairpin RNA)
para realizar o knockdown do BCL711A em culturas de células progenitoras eritrocitarias,
conseguindo-se induzir a expressao de HbF de forma diretamente proporcional a extenséo da
deplegdo nos nivéis de mRNA deste gene®2. Assim, foi extrapolado que isoformas proteicas
completas de BCL11A estariam presentes em células eritrocitarias humanas de adultos,
associadas a baixos niveis de HbF.

Mais ainda, os dados obtidos transmitem que o fator zinc-finger BCL11A (resultante da
transcricdo do mencionado gene) funciona em associagéo fisica aos fatores de transcri¢céo
GATA1 e FOG1 e ao complexo repressor e remodelador de cromatina Mi2/NuRD
(nucleosome remodeling and deacetylase)*>. Do complexo NuRD fazem parte as HDAC
(histonas desacetilases) 1 e 2 que mais tarde, foram implicadas na indugado da HbF através

da sua inibigéo terapéutica®:.
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Num estudo subsequente, a inativagdo deste gene em ratinhos com DF demonstrou induzir a
expressao do gene HBG e ser suficiente para melhorar os parametros hematologicos e
clinicos, sem afetar a eritropoiese in vivo apesar da extensa deplegdo do BCL11A34. Com este
estudo, ndo apenas se evidenciou a importancia deste gene no controlo da regulagéo de y-
globina, mas também como potencial alvo terapéutico na indugdo de HbF sem perturbacao

da eritropoiese.

2.2.2. KLF1 ou EKLF

Apods os estudos iniciais ao gene BCL11A, é descoberto que um fator eritrocitario especifico
denominado Kruppel Like Factor 1 (KLF1 ou EKLF) atua através de acbes diretas e indiretas
para controlar a expressdo de HbF8. Foi inicialmente demonstrado ter um papel critico no HbF
switch pois atua como ativador transcricional do gene HBB ao interagir com uma secg¢ao
conservada da regido promotora deste gene, a zona CACCCC, que esta implicada na etiologia
da B-talassémia em humanos®.

Num estudo de 2010, demonstrou-se que ratinhos com alelo hipomérfico de KLF1 possuem
diminui¢ao do nivel de mRNA e proteinas do gene BCL11A e persisténcia na expressao de y-
globina®. Adicionalmente, ao realizar o knockdown do KLF1, verificou-se uma diminuigdo
acentuada na expressdo do gene BCL771A e aumento da expressdo do gene da y-globina®.
Este atua assim, por interagéo direta com a regido promotora do gene da B-globina (ativando
a sua expressao) e por agao indireta pois interage com a regido promotora do gene BCL11A,
induzindo a expressao deste silenciador de y-globina (fator transcricional positivo do
BCL11A)%.

De uma familia de 20 membros, 11 possuiam fendtipo de Persisténcia Hereditaria de
Hemoglobina Fetal (PHHF), uma doenga genética benigna na qual os niveis fisiolégicos de
HbF se mantém elevados durante a vida adulta (> 2%)%. Em todos os membros foi realizado
estudo de polimorfismos gendmicos, identificando-se uma mutagdo nonsense no gene KLF1
exclusiva nos 11 individuos doentes e que elimina a zona de ligag&o da proteina ao DNA¥.
Nestes individuos, o PCR evidenciou diminuigdo do mRNA do gene BCL11A e o aumento da
expressao dos genes HBG1 e HBG2, apoiando assim, respetivamente, a hipétese de que o
KLF1 atua como ativador transcricional do BCL77A e inibidor transcricional da y-globina®’.
Pode entdo considerar-se a mitigagéo farmacoldgica da expressao de KLF1 como um método
de indugao da expressao de HbF em adultos com B-talassémia ou DF®®. No entanto, diferentes
mutagdes neste gene estdo associadas a diferentes niveis de aumento da HbF, ndo se
verificando consisténcia nesta indugdo em variantes semelhantes®. A base desta variagédo
nao esta totalmente definida e sera importante entender de forma mais especifica o impacto
do uso deste fator como alvo terapéutico na indugdo de HbF pois pode ocorrer, de forma
imprevisivel, a perturbagéo da eritropoiese individual®.
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2.2.3. HBSL-1-MYB (HMIP)

De forma semelhante ao BCL11A, os GWAS identificaram uma zona intergénica denominada
HMIP no brago longo do cromossoma 6 (6923) entre os genes HBS1L e MYB com variantes
associadas a diferentes niveis de HbF em humanos®.

O gene HBSL1 é considerado um gene housekeeping, enquanto o gene MYB possui uma
localizagédo e fungdo mais restrita, sendo crucial para a correta maturagéo eritrocitaria®. A
sobrexpressao do gene HBS1L nao aparenta afetar a expressado de y-globina em células
K562, mas a sobrexpressdo do MYB diminuiu o nivel proteico celular desta globina*'.

Mais ainda, culturas de progenitores eritrocitarios humanos com altos niveis de y-globina e de
HbF estavam associadas a menor expressdao de MYB que por sua vez, causava baixa
expansao celular e acelerada maturacgéo eritrocitaria, sugerindo assim que este gene nao atua
apenas como supressor da HbF, mas também como regulador do desenvolvimento
eritrocitario*’.

E proposto que o MYB atue por dois mecanismos® — o direto (no qual ativa a transcrigdo do
fator KLF1 e assim, suprime a HbF) e indireto (por alteracao da velocidade de diferenciacao
eritrocitaria, sendo que baixos niveis deste existem em progenitores eritrocitarios primitivos
com maior capacidade de maturagdo). Este é um eventual alvo profildtico nas

hemoglobinopatias, mas pode implicar efeitos desconhecidos na eritropoiese®.

2.2.4. BGLT3

Mais recentemente, foi descoberto um novo locus denominado BGLT3 (Beta Globin Locus
Transcript 3) que se encontra numa regiao intergénica no cromossoma 11, a jusante do
pseudogene HBBP1 e a montante do gene HBG1. Este é transcrito unidireccionalmente na
mesma cadeia que o gene da B-globina e origina um long non coding RNA (INnRNA) com
fungdo potenciadora na expressdo da HbF*?. Quando ao BGLT3, foi provado que é co-
transcrito, de forma independente, com os genes da y-globina durante a maturagao
eritrocitaria in vivo (em células eritrocitarias humanas) e in vitro (células K562)*2.
Adicionalmente, tanto o locus como o transcrito estdo associados positivamente a expressao
da y-globina através de fungdes distintas*>43.

A delecdo deste locus por tecnologia Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats (CRISP) em células K562 associou-se especificamente a uma diminuigao
transcricional da y-globina (por redugao do recrutamento da RNA polimerase para a sua
regido promotora)*?. No entanto, uma aumento do transcrito BGLT3 (InRNA) foi insuficiente
para aumentar os nivéis de transcricao da y-globina ao nivel dos reportados para o gene.

Propbe-se assim que o transcrito BGLT3 seja também um regulador positivo da y-globina,
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mas insuficiente para aumentar a transcrigdo de HbF sem que esteja presente o respetivo
locus*2.

Em suma, é proposto que o locus BGLT3 preserve o estado ativo da transcrigdo dos genes
da y-globina (aproximagao fisica por looping) e o INnRNA atue no recrutamento e estabilizagao

de co-reguladores transcricionais*®.

2.2.5. Regulacao epigenética

A diferente expressao das globinas que ocorrem ao longo da vida também se deve, em parte,
a alteracdes epigenéticas que sao reversiveis e nao alteram a sequéncia nucleétidica dos
referidos genes (gendtipo), provocando ativagcdo ou repressdo da sua expressao
(modificagbes fenotipicas)**. Sdo exemplos base da regulagéo epigenética da expressdo das

Hb a metilagdo do DNA e acetilagdo das histonas*.

2.2.5.1. Metilacdo do DNA

A metilacdo do DNA é realizada por um complexo de enzimas na extremidade 5’ (regiao
promotora) de residuos citosina em dinucleétidos Citosina-fosfato-Guanina (CpG) - as DNA
metiltransferases (DNMT)*. Nos mamiferos, existem 3 principais DNMT que demonstram
atividade bioldgica significativa — as DNMT1, DNMT3A e DNMT3B*. Estas apresentam
diferencgas funcionais entre si, sendo a DNMT1 considerada uma metilase de manutengao
pois adiciona um grupo metil a ilha CpG numa cadeia de DNA apds a sua replicagao,
garantindo a sua simetria com a cadeia inicialmente replicada*®. Ja as DNMT3A e DNMT3B
sdo consideradas metilases de novo pois adicionam, de forma simétrica, um grupo metil a
duas cadeias de DNA previamente desmetiladas*®.

Geralmente, genes que contém sequéncias das ilhas CpG hipermetiladas encontram-se num
estado transcricional inativo ou reprimido, enquanto que genes com ilhas CpG hipometiladas
estejam ativos do ponto de vista transcricional*. Assim, a metilagdo do DNA ¢é vista como um
mecanismo repressor transcricional e a desmetilagdo como um evento ativador da transcricao.
Tendo esta informacao por base, é reportado que durante o desenvolvimento fetal a regido
promotora do gene da y-globina esteja hipometilada (logo a ser transcrita), enquanto o
promotor da B-globina esteja hipermetilado (logo silenciado)*’. Por outro lado, durante a vida
adulta, estas metilagdes invertem-se para que exista pouca transcricdo do gene da y-globina
(e consequente diminuigdo da expressao da HbF), enquanto aumenta a quantidade de HbA
expressa por aumento transcricional da B-globina*’.

A DNMT1 foi diretamente implicada no HbF switch, fazendo parte do complexo NuRD que
interage diretamente com a proteina repressora BCL11A e como tal, funciona como
supressora da HbF*8, A DNMT3A foi também implicada como repressora dos genes da y-

globina, uma vez que o seu knockdown em células K562 leva a um aumento dos niveis de
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expressao dos mencionados genes e diminuicdo da metilacdo das suas ilhas CpG, sem

mudanca epigenética no gene da B-globina“®.

2.2.5.2. Acetilagao de histonas

A estrutura da cromatina pode ser influenciada através de modificacbes pods-transcricionais
decorrentes na extremidade N-terminal das histonas (mais especificamente, na zonas ricas
em residuos de lisina), como é exemplo a metilagéo e a acetilagao*.

Em regra geral, a acetilagdo dos residuos de lisina é realizada por enzimas denominadas
histonas acetiltransferases (HAT) que promovem uma conformacdo mais aberta e acessivel
da cromatina, facilitando a transcrigdo génica**. Por outro lado, a desacetilagdo destes
residuos (remogédo do grupo acetil) é realizada pelas histonas desacetilases (HDAC) que
promovem uma conformacdo mais fechada da cromatina (heterocromatina), reprimindo a
expressao génica ao dificultarem o acesso da RNA polimerase*°.

Existem, essencialmente, 3 classes de HDAC conforme a conservagao do seu dominio
catalitico e a dependéncia de co-fatores®®. A classe | das HDAC é mais essencial
relativamente as restantes, sendo compostas pelas HDAC 1, 2, 3 e 8 que possuem um
dominio de desacetilase inteiramente conservado, sdo expressas ubiquitinamente em
diversos organismos e tecidos celulares e predominam no nucleo (onde assumem forte
atividade para com as histonas nucleares)®.

As HDAC 1 e 2 associam-se ao complexo NuRD (diretamente implicado no HbF swtich), a
HDAC3 complexa-se com a proteina ativadora do NCoR (Nuclear receptor corepressor),
enquanto que a HDACS8 atua de forma ndo complexada. As HDAC 1 e 2 foram apontadas
como repressoras da expressdo da globina fetal*3. Ja a HDAC3 foi também implicada no HbF
switch, uma vez que o seu knockdown por siRNA (apds 48 horas) foi suficiente para aumentar

significativamente a transcrigdo do gene da y-globina®’.

2.3. Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias englobam todas as doengas genéticas que ocorrem na Hb humana3.
Sao consideradas uma das doengas hereditarias monogénicas mais comuns no mundo com
transmissao autossomica recessiva e que cerca de 90% dos recém-nascidos em paises de
baixo e médio rendimento sejam por estas afetados'?. Estima-se ainda que cerca de 7% da
populagdo mundial seja portadora de uma das mutagdes que as originam®2.

De forma simplista, as hemoglobinopatias podem ser divididas em dois grandes grupos
conforme a alteragéo presente, apesar de ambos terem etiologia em mutag¢des e/ou delegbes
nos genes da a ou B-globina® — os sindromes talassémicos ou talassémias (a ou pB-
talassémias, conforme a Hb afetada quantitativamente) e as variantes estruturais da Hb

(sendo as mais relevantes a HbS, Hb E e Hb C). O seu diagndéstico laboratorial (figura 2.3) é
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realizado, em primeira instancia, através do historial médico, seguido da contagem de
eritrécitos com os respetivos indices hematimétricos (VGM — Volume globular médio e HGM
— Hb globular média, geralmente diminuidos nestas patologias), observagado microscopica do
esfregago sanguineo e por fim, com testes de confirmagéo para as Hb (como a eletroforese
ou a cromatografia liquida de alta performance ou HPLC) que podem, em ultima linha, ser
complementados com testes moleculares mais especificos para detecdo de eventuais

mutagdes presentes nos genes das globinas®*%3.

Historial médico pessoal e familiar
Contagem eritrocitaria completa com indices hematimétricos (VGM e HGM)
Esfregago sanguineo

1) Testes )
hem)alolégicos VGM baiko (<80IL)
. HGM baixo (<27pg) Considerar
P § = Microcitose - N Feritinasénca<12ngmL —* anemia
g + Hipocromia Saturacdo da transferrina < 16% ferropénica
7+ Celulas em alvo
. I , Adequar suplemento
Ferritina sérica > 12ng/mL férrico durante 3 meses
Saturagéo da transferrina =16%
2) DlSthéO do Eletroforese de hemoglobinas & HPLC Sem melharias clinicas
tipo de l 1 1
hemaglobinopatia HbAz < 3,6% HbAz > 3,6% Detegdo de hemoglobinas variantes
HbF <1% HDF 0,1-5% || HbF <6-50%  HbF 70-90% *  Desordens HhS
— = = Desordens HbE
a- talassémia Trago B- p-talassémia = B-talassémia « Desordens HbGC
talassémico intermedia major +  Outras

Testes geneticos especificos para identificago de mutagdes na a-globina efou B-globina

Figura 2.3 - Algoritmo de diagnéstico das hemoglobinopatias. Adaptado de: Hempe JM, Craver RD. Laboratory
diagnosis of structural hemoglobinopathies and thalassemias by capillary isoelectric focusing. Methods Mol Med.
1999;27:81-98. doi:10.1385/1-59259-689-4:81; Brancaleoni, V., Di Pierro, E., Motta, I., & Cappellini, M. D. (2016).
Laboratory diagnosis of thalassemia. International Journal of Laboratory Hematology, 32-40.
https://doi.org/https://doi.org/10.1111/ijlh.12527.

2.3.1.Beta-talassémia

Os dados existentes apontam a [-talassémia e a DF como as hemoglobinopatias mais
frequentes’. As B-talassémias resultam de uma ou mais mutagées no gene da B-globina que
levam a uma producao insuficiente (B*) ou ausente (B°) desta cadeias de globina®%. A
diminuicdo da quantidade fisiolégica das cadeias B presente no organismo causa uma
diminui¢cdo da HbA (a2B2) que, por sua vez, leva a um aumento compensatorio da producao
das restantes globinas nao afetadas e amplifica-se a quantidade da HbA,. As cadeias de
globina em excesso sao instaveis pelo que vao precipitar intracelularmente causando
hemolise, destruicdo prematura dos percursores eritrocitarios imaturos na medula éssea e
diminuigdo do tempo de semi-vida dos eritrocitos em circulagao®.

A sua base etioldgica e molecular é heterogénea, existindo mais de 500 mutacgdes reportadas,
até a data, na base de dados das variantes das Hb e talassémias (https://globin.cse.psu.edu/).
Grande parte das mutagdes que estao na sua origem € do tipo frameshift devido a insergéo
de um nucleétido na sequéncia de DNA, interferindo com a grelha de leitura do gene da B-
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globina e podendo alterar o processamento do transcrito primario, da tradu¢do do mRNA ou
a estabilidade pos-transcricional do produto deste gene®®.

Conforme as manifestacdes clinicas, as B-talassémias podem ser divididas em 3 tipos, com
crescente severidade — minor (trago p-talassémico), intermédia e major (também conhecida
como anemia de Cooley ou anemia Mediterranea)>>-.

A talassémia major acontece por heterozigotia composta ou mutacdo homozigética para o
gene desta globina e requer constante acompanhamento médico a longo prazo, para a
realizacdo de transfusbes sanguineas que amenizem a anemia severa normalmente
manifestada nos primeiros 2 anos de vida destes doentes (acompanhada de um crescimento
retardado e anormalidades esqueléticas)®*%®. A B-talassémia intermédia é considerado um
fenotipo clinico menos comum e com sintomatologia entre a major e minor®®. Ja a B-talassémia
minor esta normalmente associada a portadores silenciosos que sdo assintomaticos (podem
ter discreta anemia), resultando apenas da heranga de um Unico gene mutante
(heterozigotia)®®%”. Apesar da menor severidade clinica associada a talassémia intermédia e
minor, com o avancgar da idade, até os pacientes com menor severidade da doenca podem
apresentar sérias complicagdes como osteopénia, excesso de ferro tecidual e expansao
anormal da medula 6ssea®.

Mais de 90% das pessoas com [(3-talassémia vive em paises de baixo ou médio rendimento,
prevendo-se um aumento da sua incidéncia nos proximos anos uma vez que a mortalidade
infantil por doencas infeciosas e desnutricdo tende a diminuir com a melhoria do sistema de
satde publico®.

Em paises em desenvolvimento, as mencionadas manifestagdes sado bastante frequentes de
serem encontradas em pacientes com talassémia major ndo tratada devido a falta de

programas médicos para suporte transfusional de longo termo®°.

2.3.2.Doenga falciforme

O termo “doenca falciforme” (ou DF) define um grupo de desordens hematolégicas
hereditarias caraterizadas por mutagdes no gene HBB que codifica a subunidade 3 da Hb
humana e que resultam numa variante estrutural da HbA normal, a denominada hemoglobina
S (HbS) ou falciforme®®.

A etiologia DF reside numa mutagéo no 17° nucledtido do gene da B-globina, na qual uma
timina é substituido por uma adenina (GTG — GAG)’". Com esta mudanga no cod&o, o sexto
aminoacido da proteina (acido glutdmico) resultante é substituido por uma valina, resultado
na formagao de uma Hb com sequéncia proteica anormal denominada de HbS*58,

A mutacao causa uma perda de carga negativa e ganho de hidrofobicidade da (-globina que
estimula ligagdes entre as cadeias 1 e B2 de duas moléculas de Hb adjacentes. Esta
polimerizacao ira formar um nucleo cristalizado que preenche o eritrécito, interrompendo a
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sua normal flexibilidade e estrutura membranar’'. Perante um estado de hipdxia, a HbS
polimeriza deformando a membrana eritrocitaria que se adapta e toma uma forma anormal
denominada de célula falciforme®.

O termo “DF” engloba o estado homozigético da DF ou também denominada drepanocitose
(HbSS por heranga de duas copias da variante S de ambos os progenitores — a forma da
doenga mais comum e grave) e outros estados heterogizéticos (por exemplo, a individuos
HbAS ou com tracgo falciforme que apenas possuem uma copia da variante S)3%,

Apesar de os estados heterozigoéticos nao estarem normalmente associados a manifestagdes
clinicas, a drepanocitose esta associada a diversas complicagdes como hemdlise cronica,
crises agudas vaso-oclusivas (ou crises falciformes) e danos organicos progressivos devido a
falta de oxigénio (no figado, bago, rins e sistema nervoso)®*. As crises no bago (por destruigéo
massiva nos eritrocitos anormais que levam, frequentemente, a realizacdo de esplenectomia)
e os enfartes (pela hipoxia tecidual) podem também aumentar o risco de morte?.

A reacao de falciformagao eritrocitaria é reversivel apds reoxigenagéo da Hb®. No entanto,
ciclos repetidos de polimerizagdo vao danificar permanentemente a membrana eritrocitaria
causando a destruigdo prematura das células defeituosas (cujo tempo de semi-vida é de 10 a
20 dias em vez dos normais 120 dias e a sua remogao da circulagao pode acontecer nalgumas
horas), levando a uma situagdo de anemia hemolitica cronica®.

Contudo, a anemia nao é a principal causa de morbilidade em doentes falciformes e sim a
vaso-oclusdo®. As células falciformes sdo desidratadas, rigidas e tem apeténcia para a
hemolise pelo que vao aumentar a viscosidade sanguinea e obstruir microvasos, causando
hipoxia tecidual e consequente necrose®. Os episddios agudos de vaso-oclusdo englobam
as duas maiores causas de morte, as crises vaso-oclusivas (nos vasos da medula 6ssea) e o
sindrome toracico agudo (afeta a vasculatura pulmonar)®. As crises agudas podem comegar
tdo precocemente como os 6 a 9 meses de idade e continuar até a vida adulta®.

Devido a todas as consequéncias patolégicas, a drepanocitose ou HbSS é considerada a mais
perigosa das hemoglobinopatias®.

De todos os casos de DF, 70% acontecem em populagdes africanas, estimando-se que 50 a
90% de todas as criangas doentes morram nos primeiros 5 anos da sua vida sem diagnoéstico
estabelecido®®. Um estudo de 2013 reporta que, todos os anos e mundialmente, existem mais
de 300.000 bebés que nascem com drepanocitose e este niumero devera aumentar até 2050,
ultrapassando os 400.000 recém-nascidos doentes, destacando assim a importancia do seu

diagnostico precoce e em conseguir alternativas terapéuticas viaveis®'.

2.4. Terapéuticas

Apesar de possuirem diferente etiologia, tanto a DF como a B-talassémia possuem
semelhantes métodos de tratamento (figura 2.4). Estes sao bastante limitados em paises de
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baixo rendimento (locais associados a maior prevaléncia destas patologias), onde a sua
gestdo comega muito antes do aparecimento da sintomatologia, devendo estabelecer-se um
diagndstico precoce nos recém-nascidos para que sejam evitadas possiveis complicagbes
como infegbes®.

Grande parte destes doentes tem de ser submetidos a um cuidado paliativo a longo termo,
recaindo a principal opg¢ao as transfusdes de concentrados eritrocitarios associando-se a
quelantes de ferro e a esplenectomia (remocédo do baco para diminuir a destruigdo
eritrocitaria)®2.

Atualmente, existe ainda uma estratégia promissora no tratamento das hemoglobinopatias, a
reativagéo farmacologica da HbF®3. Até a data, apenas alguns farmacos foram aprovados pela
Agéncia Europeia do Medicamento para uso exclusivo do tratamento da DF — a hidroxiureia
ou HU (atualmente conhecido na Europa como Xromi ou Siklos, um indutor farmacolégico da
HbF) e o Adakveo (solugdo para administracido intravenosa que recebeu, a 28 Outubro de
2020, uma autorizacdo condicional para uso em adultos drepandcitos acima dos 16 anos,
estando sob monotorizagdo adicional para garantir seguranga na sua administragdo)®. O seu
composto do Adakveo € o Crizanlizumab, um anticorpo monoclonal dirigido contra a P-
seletina, uma proteina que ao ser bloqueada deixara de promover a agregagao das células
falciformes a parede dos vasos sanguineos, evitando a sua oclusao®.

A L-glutamina (comercialmente denominado de Xindari) ndo possui, a presente data,
autorizacao para venda na Unido Europeia por falta de ensaios clinicos que testem a sua

eficacia®. E um anti-oxidante, permitindo que os eritrécitos figuem mais flexiveis®.

Transfusdes sanguineas Transplante Alogénico de CHE Indugao farmacologica da y-globina
(atualm;n’tfn:am:i:fri‘ziiminada . .

Células hematopoiéticas | # ,—‘ .. & _ azacitidina
Alogénicas | AN ~~._ Resposta
o uClloiolea

A
Il

L :@~”:5~'§5552:m—@ -»z.

Unidade sangue Células do sangue

Quelantes de ferro +

S— ) Regulagdo Ac_Rc Ac
T do Cordio eriférico ou MO H
Congentrado P Epigeneﬂ:u Erirbailas
Eritrocitario —
T
Dadores compativeis ou incompativeis,
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Figura 2.4 - Terapéuticas para o tratamentos das B-hemoglobinopatias. Adaptado de: Dreuzy E, Bhukhai K,
Leboulch P, Payen E. Current and future alternative therapies for beta-thalassemia major. Biomed J. 2016;39(1):24-
38. doi:10.1016/j.bj.2015.10.001. Legenda: CHE - Células Hematopoiéticas Estaminais.

2.4.1. Transfusdes sanguineas

Individuos com [-talassémia ou DF s&o frequentemente submetidos a transfusdes

eritrocitarias, podendo comecar antes do primeiro ano de vida e estimando-se que cerca de
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90% de todos os pacientes sejam submetidos a, pelo menos, uma transfusao durante toda a
sua vida®?.

A presenca de sintomas clinicos severos (derivados da anemia cronica) sao impulsionadores
na decisdo médica para iniciar um regime transfusional que melhore a qualidade de vida do
paciente®®. Quando realizada de forma regular, a transfus&o sanguinea propde repor o normal
nivel de Hb sanguineo para garantir suficiente oxigenagao tecidual®®.

Contudo, as transfusdes sanguineas podem, ao fim de um ano de uso constante, causar um
excesso de ferro que ira causar dano tecidual oxidativo em érgaos essenciais como o figado,
pelo que o uso de quelantes de ferro é aconselhado para prevenir a sua acumulagéo
(hemossiderose) e a disfungéo orgéanica progressiva®®.

As transfusdes recorrentes podem expor o paciente a diferentes tipos de antigénios presentes
no sangue, aumentando o risco de aloimunizagdo®. Sdo de complicada concretizagdo em
paises em desenvolvimento devido ao seu custo, mas também pelas doencas transmitidas

por via hematica (ex. hepatite B e C) que ocorrem com bastante frequéncia nestes paises®?.

2.4.2. Transplante de células estaminais hematopoiéticas

O transplante de células estaminais hematopoiéticas (CEH) derivadas da medula 6ssea (MO)
ou de outras fontes (cordao ou sangue periférico) € a unica cura definitiva para doentes com
hemoglobinopatias. Este consiste numa terapia de substituicdo de todas as células
hematopoiéticas que vai eliminar a eritropoiese ineficaz e possibilita que o corpo produza
células eritrocitarias nao patologicas®?.

Doentes com menos de 17 anos nao possuem normalmente associados fatores de risco
(presenca de hepatomegalia, extensao da fibrose hepatica e a magnitude da acumulagao de
ferro) podem ser submetidos a transfusdo de CEH quando verificada a compatibilidade dador-
recetor, conseguindo-se elevada taxa de cura (superior a 90%)°%’.

Uma das principais limitagbes deste tratamento consiste na compatibilidade HLA (Human
Leukocyte Antigen), uma vez que existem um numero limitado de dadores gémeos que sejam

idénticos e o transplante ndo compativel foi concretizado um numero limitado de vezes®®.

2.4.3. Reativacao da hemoglobina fetal

Em 1948, verificou-se que bebés com DF entre os 6 e 12 meses pos-parto tinham menor
severidade clinica desta patologia relativamente a criangas com idade superior®®. Os seus
eritrécitos requerem mais tempo para completar o processo de falciformagéo, bem como uma
tensdo de oxigénio mais baixa relativamente a adultos para tal fendmeno ocorrer. Foi colocada
a hipétese de que uma quantidade maioritaria de HbF presente durante o primeiro ano de
vida de criangas com DF permitia um estado assintomatico, até a sua quantidade decair de
forma fisioldgica®®.
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Mais tarde, esta hipotese veio a ser apoiada por um diferente estudo no qual se verificou que
pacientes com DF e fenétipo de PHHF (normalmente recorrente em populagdes de paises
como a india e Arabia Saudita) tinham maior chance de serem assintomaticos e terem um
percurso clinico menos severo, atribuindo-se este fendmeno a producao exacerbada de HbF
durante a idade adulta®®.

Assim, outra terapéutica promissora nas p-hemoglobinopatias consiste na inducéo
farmacologica da HbF, uma vez que o seu aumento em situagbes de DF permite diminuir a
HbS anormal circulante e tem potente efeito anti-falciforme nos eritrocitos, diminuindo as
consequéncias desta hemoglobinopatia®. Para além do efeito benéfico na DF, foi também
sugerido que até o seu nivel fisioldgico decair, pacientes com [(-talassémias apresentam
também evolugéo clinica menos relevante®.

Existem assim diversos compostos indutores da HbF, incluindo reguladores epigenéticos
(inibidores das DNMT como a 5-azacitidina ou inibidores das HDAC como o acido butirico) e

compostos citotdxicos (como a hidroxiureia ou HU).

2.4.3.1. Reguladores epigenéticos

O primeiro agente que demonstrou aumentar a expressao de y-globina foi a 5-azacitidina.
Esta é uma droga anti-neoplasica (sindromes mielodisplasicos) que reprime a metilagdo do
DNA por inibicdo da enzima DNMT1, atuando como indutora transcricional dos genes da y-
globina (uma vez que estes estdo normalmente hipermetilados logo silenciados durante a vida
adulta®™). Esta demonstrou aumentar a expressdo de HbF e reduzir as anormalidades
celulares associadas em ensaios clinicos de pequena escala em doentes com DF e (3-
talassémia’.

Apesar da sua aplicabilidade, é um inibidor da fase S do ciclo celular pelo que nao foi
estabelecido se o seu mecanismo de reativagcao da transcricdo da HbF fora diretamente
através da desmetilagdo ou indiretamente por eritropoiese por stress’. N&o se chegaram
assim, a realizar ensaios em larga escala devido ao risco de este ser um potencial mutagénico.
Mais recentemente a decitabina, um metabolito da 5-azacitidina que nao se incorpora no RNA
e possui forte atividade inibitéria da DNMT1 associado a menor citotoxicidade, demonstrou
maior eficacia em aumentar a expressao de HbF quando usado em doses regulares,
diminutas e intermitentes em adultos com DF e B-talassémia, inclusive quando estes nao
demonstram resposta a HU”'. Carateristicas da DF como as crises vaso-oclusivas, ades&o
eritrocitaria aos vasos e dano endotelial melhoraram significativamente’'. No entanto, sdo
necessarios estudos de maior escala para testar a eficacia deste composto em
hemoglobinopatias® .

A observacao de criancas com maes diabéticas demonstrou que existia um atraso no HbF

switch devido a um aumento do acido beta-hidroxibutirico que se encontra elevados nestas

15

Uso de Epigalocatequina-3-galato e Genisteina como potenciais indutores epigenéticos da hemoglobina fetal



2. Revisao da literatura

gestantes®’®. Como tal, foi considerado para ensaios clinicos de pequena escala um derivado
do acido butirico, o butirato de arginina. Este € um inibidor das HDAC que se demonstrou
eficaz ao ser administrado em doentes com DF em regimes intermitentes e frequentes, em
baixa dose (para evitar citotoxicidade), conseguindo aumentar a HbF e ainda diminuir o
numero de hospitalizagdes necessarias’?. No entanto, a terapia ndo manteve consisténcia no
seu desempenho em ensaios de maior dimensado e a sua dificuldade de administracdo nao
permitiu que se desenvolve-se o seu uso clinico®837°,

Para além das limitagdes mencionadas, estes inibidores das DNMT e das HDAC séao
administrados exclusivamente por via intravenosa e os ultimos necessitam de doses elevadas
para atuar pois sofrem um rapido metabolismo, tornando-se estas -carateristicas

desvantagens para permitir o seu uso clinico disseminado’®.

2.4.3.2. Hidroxiureia

O unico farmaco indutor da HbF aplicado em doentes falciformes com uso aprovado desde
2007 pela Agéncia Europeia de Medicamentos € a hidroxicarbamida ou hidroxiureia (HU)2.

A HU é um agente citotoxico, inibidor da fase S do ciclo celular e ainda anti-neoplasico,
aplicado no tratamento de doentes com desordens mieloproliferativas. E bastante usada na
infecao pelo virus da imunodeficiéncia humana adquirida devido a sua capacidade citostatica,
na qual atua como inibidor da ribonucleotideo redutase, uma enzima necessaria para a correta
sintese e reparagdo do DNAS.

Em individuos com DF a HU diminui a contagem total de leucécitos (prevenindo a sua
ativagdo), reduz a incidéncia de crises vaso-oclusivas, a necessidade transfusional e
mortalidade’®. Esta aumenta a produgdo de HbF, causa polimerizagdo tardia da HbS, reduz a
hemolise, aumenta a disponibilidade do acido nitrico (com consequente diminuicdo da
vasoconstricdo, diminuicdo da ativagdo e adesao endotelial) e por fim, reduz a inflamagao
crénica’™. Apesar do uso exclusivamente aprovado para a DF, pacientes com B-talassémia
podem vir a ser considerados para esta terapéutica pois demonstram ter menor severidade
clinica relacionada com o aumento quantitativo de HbF provocado pela HU®.

A eficacia da HU esta comprovada na prevencao de crises agudas e consequentemente, na
diminuigdo da necessidade de hospitalizagbes’. A totalidade do seu mecanismo de atuagdo
¢ desconhecido®, mas ja foi revelado que atua por aumento da expressdo do gene da y-
globina e também estimulando ligeiramente a gene da B-globina através da via p38 MAPK’.
A exposicdo das células eritroleucémicas da linhagem celular K562 a HU resulta num aumento
da Hb intracelular e nos niveis de mRNA da y-globina”. Em células de progenitores
eritrocitarios vai aumentar os niveis transcricionais da y-globina e da HbF"’.

Apesar da aplicabilidade clinica, o uso da HU esta associado a diversas desvantagens como

0 uso limitado em doentes de paises em desenvolvimento pela inexisténcia de recursos
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monetarios e hospitalares que dificultam a sua aplicabilidade'. Ainda que a sua toma seja
considerada segura, alguns pacientes ndo obtém resposta benéfica devido a limitagdes na
sua aquisicao ou por resisténcia farmacologica’.

Quanto a efeitos a longo prazo, pode ocorrer uma extensa mielosupressédo que resulta em
neutropenia, reduzindo a prote¢do imunoldgica do utente e que requer constante vigilancia
médica dos paradmetros hematoldgicos para reajuste da dose®. Mais ainda, a toma deste
medicamento em adultos do sexo masculino com DF causou anormalidades no fluido seminal
(motilidade e contagem de espermatozoides) tendo este normalizado 3 meses apds a
interrupgdo da sua toma’®. A HU é um potencial carcinogénico, podendo despoletar o
desenvolvimento de carcinomas de células escamosas em utentes com idade avangada'®'",
e outras lesbes como a gastrite’®, tlceras na mucosa oral”® e pneumonia intersticial®®. Por
ultimo, o seu uso é desaconselhado nas gestantes pois apresenta potencial teratogénico,

reportando-se anomalias no desenvolvimento embrionario em ratinhos™.

2.5. Compostos naturais como moduladores epigenéticos

Atualmente, sabe-se que existem compostos obtidos na alimentacdo que afetam
significativamente a expressao génica, de RNA mensageiro (MRNA) e proteinas’. Estes sdo
extensivamente estudados para se entender o seu potencial impacto aquando consumidos
pelo ser humano e a sua possivel aplicabilidade no tratamento e prevencao de diversas

patologias™.

2.5.1.Epigalocatequina-3-galato (EGCG)

O cha verde (Camellia sinensis) € cultivado em mais de 30 paises no mundo e trata-se da
segunda bebida mais consumida mundialmente (apos a agua)®'. Devido a sua ampla
distribuicdo mundial e vasto consumo, a comunidade cientifica demonstrou nos ultimos anos
largo interesse na sua aplicabilidade medicinal e nos beneficios que este pode trazer ao ser
humano®.

O seu consumo ¢é bastante disseminado na cultura asiatica e associa-se a agbes protetoras
no organismo humano, como anti-inflamatéria e anti-oxidante'®.

Existem, inclusive estudos que associam a sua ingestdo a menor incidéncia de cancros
esofagicos, gastricos, prostaticos e mamarios®?.

O seu principal composto com efeitos na promogéo da saude humana séo as catequinas que
podem chegar aos 40% da totalidade num copo de cha verde®'. A epigalocatequina-3-galato
(EGCG) é o composto polifenol mais ativo e a principal catequina presente no cha verde (cerca
de 50-80% de todas as catequinas)?'83.

A EGCG esta associada a diversos efeitos benéficos no organismo humano (figura 2.5 - A)
nomeadamente®® - antimicrobiano (atua nos microrganismos patogénicos multirresistentes
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através da disrupgao da sua membrana celular, da inibicdo da sintese de componentes
celulares essenciais ou interrompendo a sinalizagdo celular); antioxidante (previne dano
oxidativo celular que aumenta a progressédo das doengas neurodegenerativas e cancro, uma
vez que o seu anel aromatico livre reage com o oxigénio reativo, impedindo-o de oxidar as
células®); prevencéo de doencgas cardiovasculares como enfartes e hipertensdo (diminui a
agregacéo plaquetaria e niveis de colesterol); previne o desenvolvimento de diabetes (regula
o clearance lipidico nos rins) e de obesidade (promove a oxidacdo da gordura); anti-
inflamatério (reduz a libertagcao de citoquinas inflamatérias) e por fim, é antialérgico (inibe a
expressdo de imunoglobulina E que despoleta a resposta alérgica). E ainda reportado que
possui capacidade in vitro de inibir a desidratagéo das células falciformes®®.

A sua atuacdo de maior importéncia e impacto clinico é a capacidade anticancerigena pois
inibe a angiogénese, metastase e crescimento tumoral ao suprimir vias de sinalizagao
celulares como a PI3K/AKT e MAPK e ainda induz a morte tumoral, ativando a apoptose
celular'®84:86,

Adicionalmente, é um reconhecido modulador epigenético, revertendo parcialmente a
hipermetilacao e reativando a expressao de genes supressores de tumor como 0 RECK em
células de carcinoma oral®” e dos genes p16, RARB (Retinoic Acid Receptor Beta), hMLH1
(human mutL homolog 1) e MGMT (O°-methylguanine DNA methyltransferase) em células
esofagicas cancerigenas®®.

Este atua também diminuindo a atividade enzimatica das DNMT in vitro em cancro cervical®°,
esofagico®®, da mama® e epidermoéide da pele?'. E ainda reportado que a EGCG diminui a
expresséo celular das DNMT1, DNMT3A e DNMT3B em carcinoma epidermdide da pele?' e
células T linfocitarias®', da DNMT3B em cancro cervical’® e da DNMT1 em cancro prostatico®.
Esta ainda descrito que a EGCG inibe a atividade enzimatica da HDAC1 em cancro cervical®®,
bem como das HDAC1, HDAC2 e HDAC3 em cancro prostatico® e do colon®.

Um estudo recente comprova que o consumo in vivo de EGCG numa dose de 225mg e
durante 90 dias ocorre um aumento da percentagem de HbF existente na generalidade dos

participantes??.

2.5.2.Genisteina (GN)

Ja a genisteina (GN), de nome quimico 4,5,7-trihidroxiisoflavona, € um composto natural
pertencente a familia das isoflavonas'®. Esta presente na dieta humana diaria, existindo em
grandes quantidades em produtos derivados da soja e em legumes™.

O seu consumo é amplamente disseminado em paises asiaticos (como a China e Japao) e
encontram-se estabelecidas relagdes entre o seu consumo e a diminui¢ao do risco de cancro

prostatico em homens japoneses e cancro mamario em mulheres chinesas®%.
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A GN possui efeitos benéficos no ser humano como a protecéo dos sistemas cardiovascular,
neuronal, renal e hepatico, efeito anti-inflamatorio e anti-diabético, é anti-oxidante e reduz as
reagOes alérgicas (figura 2.5 — B)®.

E um fito-estrogénio pois possui estrutura bi-fendlica semelhante ao estradiol (figura 2.5 — B)
e apesar de em menor escala, pode atuar como antagonista (compete com o recetor do
estradiol logo inibe o seu efeito) ou agonista (liga-se aos recetores e ativa a atividade celular)
dos recetores de estrogénio. Possui diferentes afinidades conforme o recetor de estrogénio,
possuindo 20 a 30 vezes maior forga de ligagdo para o recetor B que para o a %7,

Quando se liga aos recetores de estrogénio, provoca uma agao biolégica menos extensa, mas
ainda suficiente para que seja estudado como possivel terapéutica em cancros hormonais™®.
Apesar da atividade competitiva da GN para com os recetores de estrogénio, o seu efeito
benéfico em situagcbes cancerigenas pode ser atribuido a mecanismos bioquimicos como a
apoptose, modificacdo do crescimento celular e modificacdo de vias de sinalizagao
celulares?’.

Este é considerado um composto anti-carcinogénico pois atua como indutor da apoptose,
inibidor da angiogénese e da metastizagao através da inibicado de diversas proteinas quinases
(pertencentes a familia MAPK que regulam o crescimento, tais como a ERK 1 e 2 e
PI3K/Akt)'6. Este inibe o crescimento celular interrompendo o ciclo celular no checkpoint da
fase G2/M, uma vez que ira ativar a via p38 MAPK e inativar as proteinas ERK1/ERK2,
diminuindo a proliferagéo e estimulando a apoptose®.

A nivel epigenético, foi associado a diminuicao da metilacao das regides promotoras de genes
supressores de tumor previamente hipermetilados (logo silenciados) em cancro da mama®,
prostatico® e de neuroblastoma (in vivo)®.

Estudos in vivo reforgcam a teoria de que a GN pode afetar a metilagao tumoral, uma vez que
apo6s 3 a 6 semanas de suplementacao diaria com GN em doentes com cancro prostatico os
tecidos tumorais possuiam menor nivel de metilagdo em doentes suplementados
relativamente ao grupo que recebeu placebo'®.

Esta promoveu a desmetilacdo dos promotores de genes supressores de tumor em células
HelLa (cancro cervical), atribuindo-se este efeito a diminuicdo da atividade enzimatica das
DNMT e HDAC™'. E reportado que a GN atua diminuindo a expressao génica da DNMT1 em

cancro da mama'’'8192 ¢ em células de carcinoma hepatocelular®’.
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Figura 2.5 - (A) Estrutura quimica da epigalocatequina-3-galato (EGCG) e da (B) genisteina (GN) e
semelhanca estrutural ao estradiol, bem como os efeitos benéficos comuns. Adaptado de: Das, Shrayanee
& Tanwar, Jyoti & Hameed, Saif & Fatima, Zeeshan. (2014). Antimicrobial potential of epigallocatechin-3-gallate
(EGCG): A green tea polyphenol. 2. 167-174 ; Garg, Sheenam & Lule, Vaibhao & Malik, Ravinder & Tomar, Sudhir.
(2016). Soy Bioactive Components in Functional Perspective: A Review. International Journal of Food Properties.
19. doi: 10.1080/10942912.2015.1136936.

Devido aos semelhantes efeitos a nivel protetor da saude humana, da atuagédo epigenética
destes dois compostos naturais e a necessidade de desenvolver novas terapéuticas indutoras
da HbF nas hemoglobinopatias pelas mencionadas limitagdes da HU (unica profilaxia
aprovada para o tratamento de DF, mas n&o para a B-talassémia, dificuldade da sua aplicacéo
em paises com poucos recursos, hao ser completamente conhecido o seu mecanismo de
atuagao), um estudo recente avaliou os efeitos individuais destas na reativacao transcricional
da y-globina em células K562?2. Neste estudo, demonstrou-se que atuam sem efeitos
citotoxicos, com resposta nao monoténica e diminuindo os niveis de mRNA (logo da
transcrigdo) do gene repressor BCL11A%. Curiosamente, numa exposi¢do de 72 horas, a
EGCG a 100ng/mL reprime o BCL11A de forma semelhante 8 HU a 25ug/mL%. E ainda
extrapolado que atuem em vias de sinalizagao divergentes porque afetam genes diferentes -
a EGCG afetando os genes HBB e HBG1, enquanto a GN afeta os genes HBA, HBG2 e os
reguladores de HbF MYB, KLF1 e BGLT3%.

Assim, tanto a EGCG como a GN apresentam, de forma individual, potencial como indutores
naturais da HbF?2. No entanto, este estudo n&o avaliou o eventual impacto epigenético que
estes compostos podem ter nessa situagdo e que, eventualmente, justifiquem o verificado
impacto transcricional nos genes das globinas e nos reguladores de HbF.

Ao verificar a possivel modulacao epigenética destes compostos, pode ainda determinar-se
se estes atuam mais extensamente como indutores epigenéticos da HbF que a HU e

representar uma futura alternativa profilatica em doentes com -hemoglobinopatias.
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3. Capitulo 3 - Materiais e métodos

3.1. Classificacao do estudo

E possivel classificar este estudo quanto ao nivel de investigagao, a intervengéo, ao tempo e
ao nivel de observagdo. Relativamente ao nivel de investigagéo, é considerado nivel IV ja que
visa estudar a verificagdo da relacdo de causalidade, neste caso o efeito produzido pela
exposicdo do EGCG ou GN num ambiente laboratorial controlado (cultura de células)'®.
Quanto a intervengao, o estudo é intervencional pois existe manipulagdo por parte do
investigador, nomeadamente na escolha do composto (EGCG ou GN), concentragdo e
duragéo da exposicédo celular'®. Mais ainda, este estudo € controlado pois sdo realizados
grupos controlo (uso de HU como controlo positivo ou CP e controlos negativos ou CN sem
exposicédo das células a8 GN e EGCG)'®. No entanto, ndo existe aleatorizagdo pelo que se
torna um estudo quase-experimental’®. No que concerne ao tempo, classifica-se como

longitudinal e prospetivo e o nivel de observagdo é agregado'®,

3.2. Variaveis em estudo

No presente estudo, definem-se as variaveis independentes como “composto usado na

LTS

exposigao celular”, “concentracdo do composto para exposicao celular” e “tempo de exposicao
celular ao composto”, tendo em conta que estes podem variar entre o uso de EGCG ou GN,
em concentrac¢des de 100, 250 ou 500 ng/mL e durante 72 ou 96 horas, respetivamente. Ja a
variavel dependente vai ser o “nivel de expressao génica celular’ (dos genes moduladores
epigenéticos). As diferentes varidveis acima referidas encontram-se caracterizadas no
apéndice |.

Sao consideradas variaveis estranhas neste projeto: as condigdes laboratoriais de cultura das
células K562 na fase pré-tratamento (como temperatura e atmosfera de incubacéo) — estas
foram previamente estipuladas e mantidas constantes, garantindo-se caracteristicas celulares
semelhantes até a etapa de tratamento com os compostos e para que os resultados sejam
uma consequéncia direta destes, sendo ainda realizados triplicados para cada composto e

concentracao; e a variabilidade intra-operador.

3.3. Instrumento de recolha de dados

Para se obterem os dados experimentais, foi usado um instrumento de recolha de dados — o
sistema de Detegédo de PCR em tempo real CFX Connect™ da Bio-rad (engloba o programa
informatico CFX Maestro Software da Bio-rad e o termociclador Bio-Rad iCyler®) onde se
realizou a reagao de PCR quantitativo em pequena escala (ou gRT-PCR) para obter o nivel

de expressao génica de moduladores epigenéticos nas ceélulas K562.
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3.4. Linhagem celular K562

Neste estudo foi usada como amostra a linhagem celular K562, sendo as células resultantes
da sua cultura os objetos de estudo.

A linhagem K562 trata-se de células imortalizadas e adaptadas a cultura in vitro, provenientes
do fluido pleural de uma doente de 53 anos com leucemia mieloide crénica (LMC) em crise
blastica'®. Estas sdo extensamente caraterizadas a nivel laboratorial, facilmente cultivadas e
dividem-se de forma ilimitada e uniforme como células Unicas indiferenciadas'®*. Cada célula
desenvolve-se individualmente e ndo sao aderentes aquando cultura, crescendo na forma de
suspensdo (figura 3.1 - A)'%. Apresentam forma arredondada, didmetro de cerca 20um,
citoplasma basofilico sem granulos e presenca de dois ou mais nucléolos proeminentes (figura
3.1-B)"%,

Figura 3.1 - (A) Células K562 em suspensdao com baixa densidade. Fonte: ATCC, 2016. (B) Morfologia da
célula K562 na coloragdo de Giemsa (evidéncia do citoplasma basoéfilo, sem granulos e dos nucléolos
proeminentes). Fonte: Koeffler HP, Golde DW. Human myeloid leukemia cell lines: a review. Blood.
1980;56(3):344-350. doi:10.1182/blood.V56.3.344.344.

Uma vez que esta linhagem apresenta semelhangas na eletroforese de glicoproteinas aos
eritrocitos (nomeadamente na presenca membranar de glicoforina, a principal proteina
eritrocitaria membranar) considera-se uma linhagem celular eritroleucémica’®.

Por serem células provenientes de uma doente leucémica, a sua cultura resulta em células
malignas hematopoiéticas que se diferenciam espontaneamente em progenitores das séries
eritrocitarias, granulociticas e monociticas'®.

A linhagem celular K562 tem aplicabilidade disseminada para estudo dos mecanismos da
diferenciagao eritrocitaria e expressao dos genes das globinas, uma vez que se tratam de
células diretamente obtidas de um ser humano e n&o existe necessidade de recriar as suas
carateristicas in vitro'%. Mais ainda, o seu uso é recorrente em ensaios teste para possiveis
indutores da HbF pois quando expostas a estes agentes, verifica-se um potencial aumento da
produgao das cadeias de globina ¢, € e y (Hb embrionaria e HbF), mas ndo das cadeias a e
B, sendo portanto bastante especifica para alteragdes nas globinas constituintes da HoF %4,
E ainda uma linhagem facilmente adquirida, pouco dispendiosa, com manutenc&o laboratorial

pouco exaustiva e tempo de subcultura relativamente curto (cerca de 3 dias)'®.
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3.5. Procedimentos

As células K562 previamente expostas a concentragdes de EGCG e GN de 100, 250 e 500
ng/mL durante 72 ou 96 horas foram primeiramente usadas num estudo ja mencionado para
avaliar o seu potencial indutor da HbF através do nivel de expressédo pdés-tratamento dos
genes das globinas (HBA, HBB, HBG1 e HBG?2) e reguladores da HbF (BCL11A, KLF1, MYB
e BGLT3)'""". Nestas células foi ainda avaliada a possivel toxicidade destes compostos através
dos ensaios de azul de tripano (viabilidade membranar) e CellTiter-Blue® (capacidade
metabdlica)'”’. Estas mesmas células foram colhidas e o seu RNA total foi extraido e
criopreservado a -70°C apods concretizagdo do mencionado estudo.

O RNA total das células criopreservado foi usado no presente estudo para dar continuidade
ao anterior (avaliando o impacto epigenético da EGCG e GN perante o seu potencial indutor
da HbF) e permitindo assim, a comparacao dos resultados de expressao dos diferentes genes
entre ambos os estudos (visto que as células e todas as condi¢des laboratoriais a estas
aplicas sdo as mesmas).

Como tal, os procedimentos de cultura da linhagem celular K562, exposigéo celular a EGCG
e GN, ensaios de viabilidade celular (Azul de Tripano e CellTiter-Blue®) e extracdo de RNA
total a partir das células serdo apenas brevemente mencionados porque ja foram
realizados'?’. A énfase laboratorial recai nos procedimentos realizados no presente estudo -
a quantificagdo do RNA total, conversdo a DNA codificante (cDNA) e o qRT-PCR (figura 3.2).

= Cultura celular da Distribuigdo celular em Adigzo dos compostos:
= linhagem K562 placas de 6 e 96 pocos Hidroxiureia (controlo positivo)
= S (1x105 células/mL) EGCG a 100, 250 e 500 ng/mL
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o] . -
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Figura 3.2 — Esquema dos métodos laboratoriais para analise dos efeitos epigenéticos da exposigcao

individual a epigalocatequina-3-galato (EGCG) e genisteina (GN) nas células K562. Fonte prépria.
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3.5.1.Cultura das células K562, exposicao a EGCG ou GN e viabilidade
celular

Neste estudo, a linhagem celular K562 foi inicialmente cultivada em frascos de 75cm? com
meio RPMI 1640 com GlutaMAX-I, 25mM HEPES e suplementado com 10% (v/v) de soro
bovino fetal, penicilina, estreptomicina e glutamina.

As células foram estabilizadas a uma densidade de 1 x 10°a 1 x 10° células/mL, realizando-
se subculturas a cada 3 dias (entre as quais as culturas foram mantidas numa atmosfera
hamida a 37°C com 5% (v/v) de CO,, conforme indicado pela casa comercial) e visualizagdo
microscopica para analisar a sua confluéncia, numero, morfologia e viabilidade.

As células K562 entre as passagens 1 a 14 foram usadas no tratamento com EGCG e GN.
A EGCG (CAS number: 989-51-5, Sigma-Aldrich) e a GN (CAS number: 446-72-0, Sigma-
Aldrich) encontravam-se armazenadas em solug¢ao stock de 5 mg/mL, a partir das quais foram
preparadas as solug¢des de trabalho (para exposigéo celular). A EGCG foi dissolvida em agua,
enquanto a GN foi dissolvida noutra solucdo veiculo, o dimetilsulfoxido (DMSOQO) pois esta
apresenta maior solubilidade em solventes polares que em agua'®. As solugbes stock foram
diluidas para formar as solucbes de trabalho da EGCG e GN em concentracbes de 100, 250
e 500 ng/mL.

Para além dos tratamentos mencionados, foi ainda realizado um controlo positivo (CP)
composto por 25ug/mL de hidroxiureia (HYDREA®, USP), um conhecido e aprovado indutor
de HbF®8. Foram ainda usados dois controlos negativos (CN) —o CN da EGCG (onde as células
K562 iréo proliferar no meio de cultura padrao) e o CN da GN (onde o meio de cultura foi
suplementado com DMSO, a solugao veiculo das células expostas a GN).

As células K562 a uma densidade de 1 x 10* células/mL foram cultivadas em placas de 6
pocos (3 mL/placa) para avaliagcao dos efeitos transcricionais e em placas de 96 pogos (100
ML/pogo) para avaliar os efeitos citotoxicos pds-tratamento.

Foram realizados 3 replicados biolégicos para cada composto, concentracdo e tempo de
exposicao. As células expostas e os controlos foram incubados numa atmosfera himida com
5% CO,, a 37°C, durante 72 ou 96 horas, apdés as quais foram colhidas para realizar os
ensaios de analise pés-tratamento.

Para avaliar os efeitos citotoxicos, foi primeiramente realizado o ensaio de exclusdo do azul
de tripano. Neste, o uso do hemacitdémetro (ou cAmara de Newbauer) no microscépio invertido
permite determinar o nimero de células viaveis presentes numa suspensdo celular'®. As
células vivas possuem uma membrana celular intacta e impermeavel a corantes, enquanto
que as células mortas tém uma membrana incapaz os excluir. Assim, apds adigdo do azul de
tripano a suspensdo celular e aquando visualizagdo microscépica, as células viaveis sdo

translucidas e as n&o viaveis tem coloragao citoplasmatica azul.
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Em segundo lugar, foi determinada a viabilidade celular com o ensaio CellTiter-Blue®
(Promega), seguindo as instrugdes do fabricante. O reagente CellTiter-Blue® contém um
indicador da viabilidade celular azulado (e pouco fluorescente), a resazurina, para medir a
capacidade metabdlica das células''®. As células viaveis possuem metabolismo que reduz a
resazurina a resorufina, um composto de tonalidade rosa e com grande fluorescéncia’'®. Estas
células vao realizar esta conversao continuamente pelo que a fluorescéncia geral aumenta e
muda a tonalidade celular do meio (azul para rosa). Assim, o sinal fluorescente e colorimétrico
produzido é diretamente proporcional ao nimero de células metabolicamente ativas presentes
na amostra.

Apos incubagao de 4 horas com o0 mencionado reagente, a viabilidade foi determinada através

medicao da absorvancia num espetrofotémetro de microplacas (Optic lvymen System 2100C).

3.5.2.Extracao e quantificagdo do RNA total

O RNA total das células K562 previamente tratadas com EGCG e GN, CP e CN, foi extraido
por microcentrifugagdo em coluna de silica através do sistema SV Total RNA Isolation (N°
Z3101; Promega), de acordo com o procedimento e fundamento especificados no apéndice
II. Para permitir continuidade do estudo, apds extracdo, o RNA total foi criopreservado a -
70°C, garantindo-se a sua viabilidade ao longo do tempo e permitindo 0 seu uso no presente
estudo.

Assim, apds descongelagédo a temperatura ambiente e estabilizagédo, todas as amostras de
RNA total tiveram a sua concentracido determinada através de um ensaio baseado na
fluorescéncia, com uso do kit de ensaio Qubit™ RNA HS (Q32852, Thermo Fisher Scientific
Inc.), cujo procedimento se encontra descrito no apéndice lII.

Neste ensaio, faz-se uso do reagente Qubit® que contém um composto fluorescente que
quando livre ndo imite fluorescéncia mas, quando se liga a um acido nucleico (RNA) vai
aumentar a sua fluorescéncia. Esta que pode ser detetada através de um fluorémetro e sera
diretamente proporcional & concentragdo de RNA presente na amostra'"’.

A leitura de todos os tubos no fluorémetro Qubit™ 3.0 (Q33216, Invitrogen) foi realizada até
3 horas apds incubacao, iniciando-se a leitura pelo padrao #1, seguido do padrao #2, servindo
estes como calibradores para que o equipamento construa uma curva de calibragdo que
permite, seguidamente, quantificar o RNA presente em cada amostra. Uma vez que o
equipamento permite definir inicialmente a quantidade de cada amostra presente no tubo
(1uL), bem como as unidades da concentragéo de amostra final a apresentar (ng/mL), este
realiza o calculo automatico da concentragdo de RNA presente em cada amostra.

A quantificagdo do RNA presente nas amostras deste estudo encontra-se exposto no

apéndice V.
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3.5.3.Conversao do RNA total a cDNA (transcriptase reversa)

De cada amostra retirou-se a quantidade celular correspondente a 2,0ug de RNA total para
ser submetido a conversdo a cDNA, usando os reagentes Applied Biosystems™ TagMan™
Reverse Transcriptase (n°4304134, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Inc.), com primers
de hexadmeros aleatérios, numa reacdo de pequena escala (20uL), seguindo as instrugdes
especificas pelo fabricante.

Esta reacao recebe também o nome de transcriptase reversa (RT) devido ao nome da enzima
através usada para converter o RNA a cDNA''2, Cada reagéo é preparada com — 2,0 uL de
tampéao 10x para RT; 1,4 uL de MgCl;a 25 mM; 4,0 uL de dNTP mix a 10mM (cada dNTP a
2,5mM); 1,0 uL de ditiotreitol ou DTT (estabilizador a 100mM); 1,0 uL de inibidor de RNase
(20 U/uL); 1,0 yL de RT MultiScribe™ (50 U/uL) e 1,0 yL de primers de hexameros aleatorios
(50 uM).

Todos estes componentes foram preparados como master mix para todas as reacoes de
conversao e posteriormente dispensados para tubos de PCR de 0,5mL. A quantidade de RNA
total previamente calculada foi adicionada a cada tubo para perfazer individualmente um
volume final de 20 pL.

Para esta reagao usou-se o termociclador Bio-Rad iCyler®, com as seguintes condi¢des: 25°C
durante 10 minutos (annealing ou hibridagdo dos primers), 37°C durante 30 minutos (sintese
de cDNA a partir do RNA total pela RT), 95°C durante 5 minutos (inativagdo da enzima RT

para nao interferir com ensaios posteriormente realizados) e paragem a 4°C.

3.5.4.PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

O PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) foi realizado no sistema de Dete¢do de PCR
em tempo real CFX Connect™ (Bio-rad), com uso do kit Supermix iTag™ Universal SYBR®
Green (Bio-Rad) e dos primers especificos listados na tabela 3.1.

O volume final foi de 20uL e seguiram-se as instrugdes especificadas pelo fabricante para
realizacao desta técnica.

O fundamento desta técnica e procedimento encontram-se especificados no apéndice V.

Tabela 3.1 - Primers especificos para uso na reagao de qRT-PCR.

Ndmero Tam | Tempe
acesso anh | ratura
Fungao Gene Sequéncia do primer
GenBan o meltin
k (pb) | g (°C)
Houseke Forward (5— 3) GAGTCAACGGATTTGGTCGTA 54,7
) GAPDH | NM_001 295
eping 357943.2 | Reverse (3— 5') | GCAGAGATGATGACCCTTTTG 53,7
NM_001 Forward (5'— 3') CCTCCAAAAACCCAGCCAAC 56,9
DNMT1 101
3794 Reverse (3'— 5) TCCAGGACCCTGGGGATTTC 59,0
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DNMT3 | NM 022 @ Forward (5—3) | CCAACATCGAATCCATGAAA 50,7
- 140
A 552.5 | Reverse (3—5) @ CTTGCGCTTGCTGATGTAGT 55,7
Modulad CGAATTTTACCACCTGCTGAAT
ores DNMT3 | NM_175 | Forward (6= 3’) 53,9
B T 59
S B 850.3
epigeneti Reverse (3— 5) AGAACGGCCGGTCATCAC 57,8
coSs
NM 004 @ Forward (5—3) = GGAAATCTATCGCCCTCACA 54,3
HDAC1 - 168
964.3 Reverse (3'— 5’) AACAGGCCATCGAATACTGG 54,8
NM 001 @ Forward (5—3) | CTGTTAATTGGGCTGGAGGA 54,6
HDAC2 — 94
527.4 Reverse (3'— 5’) AATTCAAGGATGGCAAGCAC 53,9
NM 001 @ Forward (5— 3) | GGACCAGATCCTCCAGACAA 56,1
HDAC3 - 116
355040.2 | Reverse (3—5) | CAGCCTCATCAGTCCTGTCA 56,5
NM 001 | Forward (5—3) = GGTGACGTGTCTGATGTTGG 55,9
HDACS - 165
1664182 | Reverse (3—5) = AGCTCCCAGCTGTAAGACCA 58,2

Em suma, o PCR foi usado para apurar o nivel de expressao génica dos moduladores
epigenéticos (DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDACS8), com recurso
ao gene de referéncia gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) para normalizagao dos
dados.

O mecanismo de modulagao epigenético individual da EGCG e GN foi avaliado por alteracbes
na expressao génica das DNMT e HDAC em todos os tratamentos realizados.

As condigbes aplicadas em cada ciclo no termociclador Bio-Rad iCyler® sédo as seguintes:
95°C durante 2 minutos (ativagédo da polimerase); 95°C durante 30 segundos (desnaturagao);
55°C por 30 segundos (annealing), 72°C por 1 minuto (alongamento) e por fim, 72°C durante
15 min (alongamento final). Apds a realizagcdo de 45 ciclos, analisaram-se as curvas de
desnaturagdo para descartar a formacdo de dimeros de primers e a presenca de
contaminagdes.

A analise dos resultados do gRT-PCR foi obtida através dos valores de Ct ou cycle threshold.
Estes representam o numero de ciclos necessario para que o sinal de fluorescéncia aumente
acima do valor da fluorescéncia de fundo ou threshold.

Os dados obtidos (Ct) foram entdo analisados através da quantificagcdo relativa. A
quantificagao relativa € um método de analise da técnica de PCR que demonstra a diferenca
entre a expressdo do gene alvo em relacdo a uma referéncia (como o gene housekeeping
GAPDH) que sao, idealmente, expressos de forma constante independentemente das
condigdes experimentais (como o tecido, desenvolvimento celular ou tratamento da
amostra)'3.

A quantificagao relativa foi entao realizada pela normalizagdo da média dos limiares da fase

exponencial ou Ct dos genes alvo com a média Ct do gene GAPDH. Os niveis de transcrito
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ou mRNA foram expressos pela percentagem relativa e o calculo da diferenga relativa na

expressdo génica foi realizado através do método 224¢t:

ACt amostra = Ct gene alvo — Ct GAPDH
AACt = ACt amostras — ACt referéncia

Quantificagao relativa = 2 At

O ACt referencia trata-se do valor Ct do calibrador normalizado também com o gene GAPDH,
através da subtragéo do valor Ct do gene GAPDH ao valor Ct do calibrador. No tratamento
com a GN a solugéo veiculo (DMSO) foi usada como calibrador e nos restantes tratamentos,
o calibrador foi o CN (células ndo tratadas).

Cada reacao foi realizada em triplicado para conseguir garantir, durante a analise dos dados,
que exista uma menor variagao intra-ensaio e garantir assim, que exista maior poder
estatistico na representatividade do valor de Ct obtido para cada amostra''. Os valores
obtidos dos trés replicados por amostra permitiram calcular a média e o desvio padrao. Foram
ainda realizados controlos do PCR com uso de todas as combinagbes de primers sem a

presenca de cadeia molde, sendo que estes apresentaram sempre um valor de zero.

3.6. Tratamento estatistico

Os dados obtidos do nivel de expressdo génica nas células K562 foram introduzidos e
trabalhados com recurso ao software IBM SPSS ® versao 25 (Armonk, NY, USA).

As diferengas significativas entre dois tratamentos, o CN da EGCG (células cultivadas no meio
de cultura padrdo) e o CN da GN (células expostas a DMSQO) foram avaliados recorrente ao
teste t e em seguida, recorrendo-se ao teste ANOVA (analise de variancia). Os resultados sao
apresentados como média + desvio padrao (x + DP), estabelecendo-se um nivel de confianga
de 95% e que valores p < 0,05 sejam considerados estatisticamente significativos.

Todos os graficos foram criados recorrendo-se ao software Microsoft Excel 2016.

3.7. Consideragoes ético-legais

Este estudo esté incluido num projeto financiado pelo Instituto Politécnico de Lisboa registado
como IDI&CA-IPL/2019/HemoFet/ESTeSL, previamente aceite pela Comissdo de Etica da
Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa (ESTeSL) com a referéncia CE-ESTeSL-
N°10-2019. Ainda assim, este foi submetido ao Conselho de Etica desta faculdade, obtendo-
se aprovacgao (CE-ESTeSL-N°. 22-2020) para iniciar as tarefas que foram desenvolvidas no

Centro de Investigagao de Tecnologia e Saude de Lisboa (H&TRC), localizado na ESTeSL.
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4. Capitulo 4 - Resultados e discussao

4.1. Apresentagao de resultados

Os efeitos transcricionais na expressdo dos genes DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, HDACT1,
HDAC2, HDAC3 e HDACS8 foram avaliados apds exposi¢ao das células K562 a EGCG ou GN
durante 72 e 96 horas a concentrac¢des de 100, 250 e 500 ng/mL. A expresséao relativa destes
genes foi analisada através do qRT-PCR e expressos como Log: fold change (Log2FC) +
desvio padréao, em relagdo ao CN para a EGCG e a solugéo veiculo (DMSO) para a GN. Todos
0s niveis de expressao génica com diferenca estatistica pds-tratamento celular obtidos neste

estudo encontram-se resumidos na tabela 7.4, presente no apéndice VI.

4.1.1.A GN demonstra maior impacto nos niveis de transcricdo das DNMT
relativamente a EGCG

Em geral para a EGCG, os tratamentos com menores concentra¢des (100 e 250 ng/mL) e
tempo de exposigao celular (72h) causam um discreto aumento na expressao relativa da
DNMTT1 (figura 4.1 - A). No entanto, € de notar que ndo se verifica resposta estatisticamente
significativa para o gene DNMT1 em qualquer exposi¢éo celular a EGCG. A unica diferencga
estatistica verifica-se entre a HU (Log2FC (HU, 72h) = 0,087 £ 0,186) e a EGCG a 100ng/mL
(Log2FC (EGCG 100ng/mL, 72h) = 0,022 + 0,163) e 500ng/mL (Log2FC (EGCG 500ng/mL,
72h) = 0,207 £ 0,189) apds 72 horas de exposi¢ao (p < 0,01), sendo este primeiro o valor mais
elevado de expressao relativa obtido para este gene.

Em relacdo ao gene DNMT3A (figura 4.1 — B), apesar de quase todos os tratamentos
causarem uma ligeira indugao da sua transcrigao (excegéo de uma exposi¢cao de 96 horas a
EGCG a 500 ng/mL), apenas se verifica impacto estatisticamente significativo na sua
expressao no menor tempo de exposicdo celular e a uma concentracdo de EGCG de
250ng/mL (Log2FC = 0,277 £ 0,281). Mais ainda, obteve-se impacto estatistico para a HU as
72 horas (Log2FC (HU, 72h) = 0,880 + 0,091, p = 0,006) e as 96 horas (Log2FC (HU, 96h) =
0,330+ 0,365, p<0,0001), sendo o primeiro o tratamento para o qual se obteve maior indugao
transcricional deste gene.

Tal como é verificado para os genes anteriormente referidos, a expressao génica da DNMT3B
(figura 4.1 — C) sofre um ligeiro aumento apds todos os tratamentos, com excegéo do tempo
exposig¢ao de 96 horas na EGCG a 100 e 250 ng/mL, nos quais se verifica maior repressao
na concentragao intermédia da EGCG (Log2FC (EGCG 100 ng/mL, 96h = -0,013 + 0,108 e
Log2FC (EGCG 250 ng/mL, 96h) = -0,056 + 0,086), e para a HU (Log2FC (HU, 96h) = -0,044
+0,219).
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No entanto, ndo se verifica diferenga estatisticamente significativo na transcrigdo deste gene

em qualquer tratamento celular realizado (EGCG e HU), em ambos os tempos de exposigao.
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Figura 4.1 - Efeitos da EGCG na expressdo dos genes das DNA metiltransferases. Representagéo grafica da
analise do PCR quantitativo em tempo real da expressao dos genes das DNMT apés exposigdo a EGCG e HU.
Log2 fold change (Log2 (224) + desvio padrio) da expressdo génica apos 72 e 96 horas de exposigdo a EGCG a
100 ng/mL, 250 ng/mL e 500 ng/mL s&o demonstrados para os genes da (A) DNMT1, (B) DNMT3A e (C) DNMT3B.
O GAPDH foi utilizado como gene de referéncia e as diferengas significativas na média do Logz fold change através

do teste do t estdo representadas como *** p<0,001, **p < 0,01 e *p < 0,05.

Quanto a GN, esta aumenta estatisticamente a expressdo da DNMT1 em relagédo ao CN da
GN (meio cultura padréo, com células K562 e suplementado com DMSO) (figura 4.2 — A) em
todos os tratamentos realizados (100, 250 e 500ng/mL) e a um tempo exposi¢do de 72 horas.
As 96 horas, apenas afeta estatisticamente o nivel transcricional das células expostas a
500ng/mL de GN, inibindo a sua transcri¢gdo. As diferengas sao mais significativas para as
concentragoes de GN de 100 e 250 ng/mL nas 72h de exposig¢ao (p <0,0001 , para ambas)
em relacéo aos restantes tratamentos que apresentam valores p superiores (p (GN 100ng/mL,
72h) = 0,003 e p (GN 500ng/mL, 96h) = 0,017).

O valor mais elevado de transcricdo da DNMT1 observa-se nas células K562 expostas
durante 72 horas a uma menor concentragao de GN (Log2FC (GN 100 ng/mL, 72h) = 0,291
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0,061). Este inclusive, apresenta para as condi¢des experimentais realizadas, um valor
transcricional superior ao que se obtém para a HU em igual tempo (Log2FC (HU, 72h) = 0,207
+ 0,163). E ainda demonstrado que no tempo de exposicéo de 96h tende, ao aumentar-se a
concentracao de GN, a inibir-se proporcionalmente (e ndo aumentar) a expressao deste gene.
O maior valor de repressao € registado para este tempo na GN a 500ng/mL (Log2FC (GN 500
ng/mL, 96h) = -0,168 £ 0,100).
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Figura 4.2 - Efeitos da GN na expressao dos genes das DNA metiltransferases. Representacéo grafica da
analise do PCR quantitativo em tempo real da expressao dos genes das DNMT apods exposigdo a GN e HU. Logz
fold change (Log2 (224°Y) + desvio padrao) da express&o génica apos 72 e 96 horas de exposigdo a GN a 100
ng/mL, 250 ng/mL e 500 ng/mL sao demonstrados para os genes da (A) DNMT1, (B) DNMT3A e (C) DNMT3B. O
GAPDH foi utilizado como gene de referéncia e as diferengas significativas na média do Logz fold change através

do teste do t estdo representadas como ***p < 0,001, **p < 0,01 e *p < 0,05.

Verificou-se ainda um efeito dose-resposta inversamente proporcional para as 72 horas, entre
a GN 100ng/mL e as concentragdes de 250ng/mL e 500ng/mL (p = 0,007 e p = 0,006,
respetivamente). Para as 96 horas, verifica-se um efeito dose-resposta diretamente
proporcional entre a GN a 500 ng/mL e as concentragdes de 250ng/mL (p = 0,047) e de
100ng/mL (p = 0,010).
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Em relagéo a transcrigdo do gene DNMT3A (figura 4.2 — B) apos tratamento celular, verifica-
se impacto estatisticamente significativo com a GN a 100 e 250 ng/mL as 72 horas (p = 0,015
e p = 0,041, respetivamente) e por parte da HU, as 72 horas e 96 horas (p = 0,006 e p <
0,0001, respetivamente). A maior indugdo transcricional do gene DNMT3A é verificada para
uma exposicao celular de 72 horas com a HU (Log2FC (HU, 72h) = 0,880 + 0,091).

De forma semelhante ao verificado para o gene DNMT1 as 72 horas verifica-se um aumento
transcricional do gene DNMT3A em relagao ao CN da GN, enquanto que as 96 horas se
verifica uma repressao génica (com excecao da HU).

Verifica-se ainda diferenga estatisticamente significativa entre todos os tratamentos com GN
e a HU, tanto nas 72h de tempo exposi¢ao (p<0,01) como nas 96h (p<0,001).

Por fim, quanto a transcricdo do gene DNMT3B (figura 4.2 — C), existem apenas um
tratamento que apresenta diferenca estatisticamente significativa em relagido ao CN da GN a
uma exposicao de 72 horas, a GN a 100 ng/mL (Log2FC (GN 100 ng/mL, 72h) = 0,220 £ 0,073,
p = 0,044), ativando a expressido génica. No entanto e apesar de nao existir diferenca
estatistica, o maior valor de expressao génica relativa € atribuido a uma exposigao celular de
72 horas com a HU a 25 pg/mL (Log2FC (HU, 72h) = 0,360 + 0,156).

Verificou-se efeito dose-resposta significativo e inversamente proporcional para as 72 horas
entre a GN a 100 ng/mL e 500 ng/mL (p = 0,047). Existe ainda diferenga estatisticamente
significativa entre o valor de expressao relativa da HU e todos os tratamentos realizados com
a GN para as 72h, sendo este menor entre as concentragées superiores e a HU (p (GN
100ng/mL — HU) = 0,047, p (GN 250 ng/mL —HU) = 0,002 e p (GN 500 ng/mL — HU) = 0,0001).

4.1.2.A EGCG e GN influenciam os niveis de transcricdo das HDAC

No gene HDACT1 (figura 4.3 — A), n&o se verifica resposta estatisticamente significativa para
qualquer dose e tempo de exposigao celular a EGCG . A HU causa uma reducgio da expressao
relativa do gene HDAC1 em ambos os tempos de exposi¢ao (Log2FC (HU, 72h) = -0,150 *
0,110 e Log2FC (HU, 96h) = -0,135 % 0,070), mas apenas com diferencas estatisticamente
significativas perante maior duragao de exposigao celular (p = 0,021).

Verifica-se efeito dose-resposta as 72h, uma vez que a diferenca estatistica entre a expressao
génica relativa obtida com a EGCG a 100ng/mL e a de 250 ng/mL tem valor p inferior ao obtido
entre a EGCG 100ng/mL e a de 500ng/mL (p (EGCG 100ng/mL, 72h — EGCG 250ng/mL), 72h
= 0,045 e p (EGCG 100ng/mL, 72h — EGCG 500ng/mL, 72h) = 0,003). E ainda demonstrada
diferenga estatistica entre a expressao génica relativa obtida as 96h entre a EGCG a 100
ng/mL e EGCG a 250ng/mL (p = 0,036) e 500ng/mL (p = 0,040).
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Figura 4.3 - Efeitos da EGCG na expressao dos genes das histonas desacetilases. Representacéo grafica da
analise do PCR quantitativo em tempo real da expresséo dos genes das HDAC apds exposicdo a EGCG e HU.
Log2 fold change (Log2 (224 + desvio padrio) da expressdo génica apos 72 e 96 horas de exposigdo a EGCG a
100 ng/mL, 250 ng/mL e 500 ng/mL sdo demonstrados para os genes da (A) HDAC1, (B) HDAC2, (C) HDAC3 e
(D) HDAC8. O GAPDH foi utilizado como gene de referéncia e as diferengas significativas na média do Logz fold

change através do teste do t estéo representadas como ***p < 0,001, **p < 0,01 e *p < 0,05.

Ja no gene da HDACS3 (figura 4.3 — C) verificam-se semelhantes resultados aqueles que foram
obtidos para a HDAC1, sendo que nao se verifica diferenca estatistica na expressao génica
para qualquer tempo de exposicao e tratamento realizado com a EGCG ou a HU. De forma
geral, tanto a EGCG como a HU tendem a inibir ligeiramente a transcrigdo deste gene, sendo
que apenas a menor concentragao de EGCG a um tempo de exposi¢cao de 96 horas consegue
induzir ligeiramente a expressao da HDACS3 (Log2FC (EGCG 100ng/mL, 96h) = 0,127 + 0,196).
E demonstrada diferenca estatistica entre a expressao génica relativa obtida apds 96h entre
EGCG a 100ng/mL e a HU a 25ug/mL (p = 0,007), bem como entre a EGCG a 100 ng/mL e
as concentragdes de 250ng/mL (p = 0,016) e 500 ng/mL (p = 0,018).
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Em relagéo a transcricao do gene HDAC?2 (figura 4.3 — B), apenas se verifica diferenga
estatisticamente significativa no nivel de expressdo génica das ceélulas K562 em relacao ao
CN da GN (meio cultura padrdo e ceélulas K562) apdés 96 horas de exposigdo para os
tratamentos com EGCG a 100 ng/mL (p = 0,002) e 500 ng/mL (p = 0,019).

Curiosamente, a exposicao celular a menor concentragao de EGCG durante 96 horas associa-
se ao maior valor de expressao génica de todos os tratamentos (Log2FC (EGCG 100ng/mL,
96h) = 0,221 + 0,133) e produz superior impacto na expressao génica que a HU em igual
tempo (que tende a diminuir a expressao génica em relacdo ao CN, com Log2FC (HU, 96h) =
-0,070 £ 0,070). AEGCG a 500 ng/mL no maior tempo de exposi¢cao aparenta causar superior
inibicdo do valor de Log2FC que a HU em igual tempo de exposicdo (Log2FC (EGCG
500ng/mL, 96h) = -0,145 £ 0,090), demonstrando-se diferenca estatistica entre estes dois
tratamentos (p = 0,042).

Verifica-se ainda para a EGCG as 96h que a menor e maior concentragdo causam maior
aumento e redugao da expressao génica, respetivamente, que a concentracdo de 250ng/mL
(Log2FC (EGCG 250ng/mL, 96h) = 0,077 + 0,100). E demonstrada diferenca estatistica entre
0 Log2FC obtido nas 96h entre a EGCG a 100 ng/mL e a EGCG 250ng/mL (p = 0,008),
500ng/mL (p = 0,003) e HU (p = 0,002).

Por fim, quanto a HDACS (figura 4.3 — D) apenas se verifica diferenga estatisticamente
significativa em relacdo ao CN na menor concentracdo de EGCG, tanto as 72h (p = 0,014)
como as 96h (p = 0,002). O valor de expressao relativa deste gene é superior numa menor
concentracao e maior tempo de exposi¢ao celular a EGCG (Log2FC (EGCG 100ng/mL, 96h)
=0,183 + 0,105).

Mais ainda, o controlo positivo (HU) consegue reprimir estatisticamente a expressédo do gene
HDACS8 as 72h (Log2FC (HU, 72h) = -0,169 + 0,140, p = 0,04) e 96h (Log2FC (HU, 96h) = -
0,372 + 0,132, p < 0,0001) com efeito diretamente proporcional ao tempo de exposigéao.
Verifica-se ainda diferenga estatisticamente significativa entre os valores de Log2FC obtidos
entre cada tratamento da EGCG e a HU, conforme o tempo de exposi¢cdo (p (EGCG
100ng/mL, 72h — HU, 72h ) = 0,018, p (EGCG 250ng/mL, 72h — HU, 72h ) = 0,002, p (EGCG
500ng/mL, 72h — HU, 72h ) = 0,008) e a HU as 96h (p < 0,0001).

De forma semelhante aos resultados obtidos para a HDAC3, as 96h para a HDACS8 é
demonstrada diferencga estatistica entre o Log2FC obtido nas 96h entre a EGCG a 100 ng/mL
e a EGCG 250 ng/mL (p = 0,032) e 500 ng/mL (p = 0,025).

Em relacédo ao gene HDACT para a GN (figura 4.4 — A), apenas se verifica diferenca
significativa no nivel de transcricao deste gene para um tempo de exposi¢cao de 72 horas a
GN, nas concentragbes de 100 ng/mL (p = 0,005) e de 500 ng/mL (p = 0,040). Na

concentracdo mais baixa, verifica-se um aumento da expressdo génica (Log2FC (GN
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100ng/mL, 72h) = 0,129 + 0,110), contrariamente a maior concentragéo que aparenta reprimir
a expressao deste gene (Log2FC (GN 500ng/mL, 72h) = -0,096 + 0,080).
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Figura 4.4 - Efeitos da GN na expressdo dos genes das histonas desacetilases. Representacédo grafica da
analise do PCR quantitativo em tempo real da expresséo dos genes das HDAC apo6s exposicado a GN e HU. Logz
fold change (Log2 (224°Y) + desvio padrao) da express&o génica apos 72 e 96 horas de exposigdo a GN a 100
ng/mL, 250 ng/mL e 500 ng/mL sao demonstrados para os genes da (A) HDAC1, (B) HDAC2, (C) HDAC3 e (D)
HDACS8. O GAPDH foi utilizado como gene de referéncia e as diferengas significativas na média do Log2 fold

change através do teste do t estdo representadas como ***p < 0,001, **p < 0,01 e *p < 0,05.

Para a exposigao das células K562 a HU a 25ug/mL, apenas se verifica impacto estatistico
as 96 horas (Log2FC (HU, 96h) = -0,135 + 0,070) , sendo este valor de inibicdo superior a
qualquer outro obtido em igual tempo de exposi¢cao para as 3 concentragées de GN (Log2FC
(GN 100ng/mL, 72h) = 0,028 + 0,080, Log2FC (GN 250ng/mL, 72h) = 0,051 £ 0,076, Log2FC
(GN 500ng/mL, 72h) = 0,029 + 0,074)). E ainda verificada diferenca estatisticamente
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significativa entre todos os tratamentos realizados com a GN e a HU a 25 pg/mL, as 72h (p <
0,01) e 96h (p < 0,05 entre GN 250ng/mL — HU e p < 0,01 entre GN 100 e 500 ng/mL — HU).
Para a HDAC?2 (figura 4.4 — B), apenas se verifica impacto para a sua transcricdo na maior
concentracado de GN e tempo de exposi¢cao ((Log2FC GN 500ng/mL, 96h) = 0,119 £ 0,043),
bem como diferenca estatistica entre este valor e a HU as 96h (Log2FC (HU, 96h) = -0,070 +
0,070, p = 0,026).

Para o gene HDACS3 (figura 4.4 — C), existe diferenga estatisticamente significativa no nivel
de expressao em relacdo ao CN da GN para numa concentracao de 500 ng/mL e exposi¢cao
celular de 72 horas (Log2FC (GN 500ng/mL, 72h) =-0,131 + 0,074, p = 0,021), sendo este o
tratamento que apresenta menor valor de expressao génica relativa. Mais ainda, a maior
concentracao de GN apresenta ter impacto superior na transcrigao deste gene que a HU em
igual tempo de exposic¢ao (Log2FC (HU, 72h) =-0,084 + 0,110).

Para as 96h de exposicao, verifica-se ainda um nivel de expresséao significativo para uma
concentracao de 250ng/mL de GN (Logz2FC (GN 250ng/mL, 96h) = 0,106 + 0,049, p = 0,001).
A menor e maior concentracdo de GN a este tempo de exposicdo nao revelam impacto na
expressao génica, demonstrando-se diferenca estatistica entre o valor de Log,FC entre a
concentracdo intermédia e as de 100ng/mL (p = 0,042) e 500ng/mL (p = 0,043). Existe
diferenga entre todos os valores de expresséo relativa da GN as 96h e a HU em igual tempo
(p <0,01).

Por fim, no gene HDACS (figura 4.4 — D), a concentracédo de 100ng/mL de GN durante 72
horas associa-se a uma maior reducao transcricional deste gene (Log2FC (GN 100ng/mL,
72h) = -0,418 + 0,162), inclusive com impacto estatistico (p = 0,008) e valor de Log2FC
superior ao verificado para a HU em igual tempo de exposi¢ao (Log2FC (HU, 72h) = -0,169 +
0,140, p = 0,04).

Verifica-se ainda impacto estatistico para a GN a 500ng/mL as 72h e 96h (Log2FC (GN
500ng/mL, 72h) = -0,310 + 0,173 e p = 0,038, Log2FC (GN 500ng/mL, 96h) = -0,199 + 0,095
e p = 0,001). Curiosamente, apenas o valor de expressao génica obtido para a GN a 500
ng/mL durante exposi¢cao de 72 horas, mas nao o das 96h , é superior ao obtido com HU em
igual tempo de exposigéo (Log2FC (HU, 96h) = -0,372 + 0,132). O tratamento celular com a
HU conseguiu, as 96h de exposi¢ao, causar diferenga estatisticamente significativa na
repressao transcricional deste gene de forma diretamente proporcional ao tempo de
exposicao (p < 0,0001).

Verifica-se diferenga estatistica entre os valores de expressao génica relativa obtidos as 72h
para a GN a 100 ng/mL e a GN 250 ng/mL (p < 0,0001) e HU (p < 0,0001), bem como entre
as concentragdes de 250 e 500 ng/mL (p = 0,001) e a maior concentracdo de GN e a HU (p =
0,007).
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Para as 96h, existe diferenca estatistica entre a HU e todos os tratamentos de GN realizados
(p<0,01), bem como entre a GN em maior concentragdo e a GN a 100 ng/mL (p = 0,018) e a
de 250ng/mL (0 = 0,013).

4.2. Discussao de resultados

Neste estudo, foi-nos possivel responder a questao inicialmente colocada porque a EGCG e
a GN aparentam atuar a nivel epigenético na potencial indugao da HbF. Os obijetivos
propostos foram atingidos, demonstrando-se que ambos os compostos naturais afetam a
expressao génica de moduladores epigenéticos implicados na regulacdo da HbF em células
K562. Mais ainda, estes nao afetam apenas a transcricdo celular das DNMT e HDAC apds
72h e 96h, mas também de forma concomitante e previamente reportada, a transcricao dos
genes das globinas e reguladores da y-globina.

Os resultados obtidos demonstram que a GN aparenta ter efeitos divergentes as 72h
conforme a dose, aumentando os niveis de mMRNA da HDACT na concentragdo mais baixa
(100 ng/mL) e inibindo estes niveis na maior concentragdo (500 ng/mL). Nestas
concentragoes e tempo de exposicao, verifica-se ainda uma diminuicdo transcricional das
HDACS8 pos-tratamento. Adicionalmente neste tempo de exposicdo a GN demonstra
capacidade de aumentar os niveis de mRNA da DNMT3A exclusivamente nas células
expostas a concentragdes de 100 ng/mL e 250 ng/mL.

Enquanto a GN no menor tempo de exposi¢cao e concentragao superior demonstra capacidade
de diminuir os niveis de mRNA da HDAC3, apds 96 horas de exposicdo, apenas a
concentragao de 250 ng/mL aumenta o nivel de mRNA deste gene.

Ja a EGCG causou impacto diminuto na expressao das DNMT para ambos os tempos de
exposigao, estando os seus principais resultados associados a expressao génica das HDAC.
Em ambos os tempos de exposicéo, a EGCG aparenta induzir significativamente os niveis de
MRNA da HDACS8 exclusivamente na concentragao mais baixa (100ng/mL). Ap6s 96h de
exposicao, teve impacto significativo nos niveis de mRNA da HDAC2, estimulando a sua
expressao na concentragdo mais baixa (100ng/mL) e reprimiu-a na concentragdo mais
elevada (500ng/mL).

Um estudo anteriormente realizado em células K562 demonstra que a EGCG e a GN podem
ser potenciais candidatos a indutores da HbF através do nivel de transcrigdo dos genes das
globinas (HBA, HBB, HBG1 e HBG2) e dos reguladores da HbF (BCL11A, KLF1, MYB e
BGLT3)"". Neste estudo, a EGCG e a GN ndo se demonstram citotdxicos, nem afetam
negativamente a proliferagdo ou metabolismo celular'®. Ambos conseguem inibir
significativamente a expressao do gene BCL11A (de forma mais extensa que a HU) e afetam
0s genes das globinas de forma distinta, com a EGCG a afetar a B-globina e a GN a a-
globina”.
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Apesar de serem reconhecidos moduladores epigenéticos (afetando a metilagao e/ou
acetilagcao celular), o estudo previamente mencionado ndo chegou a avaliar o impacto
epigenético destes compostos quanto ao seu potencial indutor da HbF. Desta forma, o
principal objetivo desta tese consiste em avaliar a modulagdo epigenética (nomeadamente o
impacto na transcricdo das DNMT e HDAC ap6s tratamento celular) da EGCG e GN na
inducao da HbF.

Assim, nesta tese, o RNA total extraido das células K562 expostas durante 72 ou 96 horas a
EGCG ou GN a 100ng/mL, 250ng/mL ou 500ng/mL foi usado para conversdao a cDNA e
seguidamente, realizar gRT-PCR nos genes da DNMT1, DNMT3A e DNMT3B e das HDACT,
HDAC2, HDAC3 e HDACS8 para avaliar os seus niveis de transcricdo e possiveis efeitos

modulatorios destes compostos pds-exposi¢ao individual.

Estudos anteriormente realizados em diversas linhagens celulares cancerigenas demonstram
que a EGCG e GN possuem capacidade de diminuir a metilacido de genes supressores de
tumor, reativando a sua expressao e atuando ndo apenas como moduladores epigenéticos,
mas também como potenciais terapéuticas anticancerigenas'®87:88.98.99.101 Por esta razao e
neste estudo, colocou-se a hipotese que estes compostos naturais causam impacto na
transcricado de moduladores epigenéticos apos exposicao das células K562.

Em humanos, os niveis plasmaticos de GN apds a ingestédo alimentar de soja variam entre
cerca de 1 a 5 yM, sendo valores superiores a estes considerados nao fisioldgicos uma vez
que se consideram dificeis de atingir apés consumo na dieta normal ou em suplementos®’.
Considera-se ainda que a maior parte da GN pés-metabolizacido circula complexada com
proteinas plasmaticas, sendo que a concentracao de metabolito biologicamente ativo que
circula “livre” no organismo humano é muito reduzida, atingindo niveis nanomolares®’.
Apesar dos niveis plasmaticos médios de GN em pessoas que consomem uma dieta ocidental
variarem entre os 0,007 e 0,018 pM, estes niveis sdo superiores em individuos vegetarianos
(0,04 a 0,09 uM) e em dietas ricas em soja (0,27 a 1,2 uM)*".

Um ensaio clinico previamente realizado com a GN em doses de 300 e 600 mg nao reporta
quaisquer efeitos secundarios graves'. O uso de uma Unica dose de 300mg produz
concentracdes serologicas maximas de glucorénido (um dos principais metabolitos
plasmaticos deste composto) que variam entre os 100 e 500 ng/mL nas 5 horas seguintes a
sua administragéo’®.

Tendo em conta a alimentagao e os niveis médios plasmaticos de GN atingidos apds o seu
consumo, neste estudo foram definidas concentragcdes de GN de 100ng/mL (£ 0,37 uM),
250ng/mL (+ 0,93 pM) e 500ng/mL (£ 1,85 uM).
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Quanto a EGCG, foi usada de forma segura em doses de 400 e 800 mg e a sua concentragéo
maxima no plasma (das formas conjugada e livre) encontrou-se sempre abaixo de 1uM
(nanomolares), 4 horas apos administragéo (variando de 100 a 400 ng/mL)""®.

A maior parte da EGCG consumida n&o entra na corrente sanguinea, dando-se a sua
absorgao a nivel do intestino delgado e grande parte ultrapassando-o até ao intestino grosso,
onde sofre degradagao extra por parte da microbiota''”. A EGCG é o componente polifenol
maioritario do cha verde, mas ainda assim nao representa a totalidade da sua composicao,
estimando-se que o consumo diario de 400mL de cha verde equivale a cerca de 243mg de
EGCG e 692mg de catequinas'®. E pouco provavel que individuos que consomem
diariamente cha verde ou ingerem 2 a 3 capsulas de extrato de cha verde por dia consigam
obter concentragdes maximas plasmaticas deste composto que se encontrem nos altos
valores de micromolares'”. Assim, a biodisponibilidade da EGCG tem de ser considerada
quando se extrapolam os resultados in vivo e se adaptam para as condigdes in vitro'”. A
maior parte dos estudos in vitro faz uso de doses de EGCG que variam entre os 5 e 100 uM'".
Torna-se necessario que os estudos adaptem as doses praticadas para serem biologicamente
efetivas e mimetizarem as concentragdes plasmaticas obtidas in vivo, colocando-as nos
valores mais reduzidos dos micromolares'®.

Tendo por base a bibliografia que sugere valores plasmaticos de EGCG na gama dos
nanomolares, no presente estudo as células K562 foram expostas a concentragdes de EGCG
de 100ng/mL (x 0,22 pM), 250ng/mL (£ 0,55 uM) e 500ng/mL (x 1,09 uM).

O destaque das hemoglobinopatias recai sobre a B-talassémia e drepanocitose, sendo estas
atualmente reconhecidas como duas das doengas monogénicas mais frequentes a nivel
mundial, com associada severidade clinica e maior frequéncia futura, prevendo-se que a sua
prevaléncia possa aumentar nas proximas décadas'?8'. Uma das terapéuticas mais
promissoras em individuos com estas patologias e que permite diminuir as consequéncias
clinicas consiste em induzir as expresséo da HbF através de agentes farmacoldgicos®.
Apesar de existirem diversos farmacos testados in vitro com este intuito, o seu uso clinico é
controverso pela preocupacéao a nivel de toxicidade e/ou potencial carcinogénico em humanos
e o0 seu mecanismo de modulagédo da HbF nem sempre ser totalmente conhecido'?. Uma das
terapéuticas atualmente mais disseminadas com esta finalidade e das unicas com uso
aprovado a nivel mundial € a HU, uma droga citostatica que retarda o processo de
diferenciagéo eritrocitaria e consegue assim, manter um maior numero de percursores
imaturos no organismo que se associa a maior produgdo da HbF'?°,

Apesar das vantagens associadas ao uso da HU (como a redugdo do numero de crises
decorrentes e necessidade de transfusdes), o seu mecanismo de atuagao nao é conhecido e

existem efeitos prejudiciais a saude dos utilizadores como a mielosupressao e potencial
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carcinogénico, existindo ainda doentes que nao sao ilegiveis a esta terapéutica (como
gravidas ou doentes com B-talassémia)'?°. Como tal, continua a existir um grande esforgo da
comunidade cientifica em identificar novos indutores farmacolégicos da HbF em doentes com
hemoglobinopatias que estejam associados a menores consequéncias para a saude que HU
e sejam facilmente adquiridos em paises com poucos recursos’?.

Com propésito de considerar novas possiveis terapéuticas indutoras da HbF em humanos,
um estudo anteriormente realizado demonstrou que produtos naturais da dieta humana como
a EGCG, o composto polifenol maioritario do cha verde, e a GN, um componente isoflavonéide
presente em produtos da soja, possuem potencial indutor da HbF pois afetam a transcricao
de genes da globina (HBA, HBB, HBG1 e HBG?2) e de reguladores desta Hb (BCL11A, MYB,
KLF1 e BGLT3) em células K562'7. Demonstrou-se ainda que a EGCG e GN em
concentracoes de 100, 250 e 500 ng/mL, apds 72h e 96h de exposi¢cao, ndo despoletam
efeitos na proliferagdo ou viabilidade celular, pelo que n&o s3o citotdxicos nestas condigdes'”’.
Assim, conclui-se que a EGCG e GN apresentam potencial in vitro como indutores
farmacologicos da HbF uma vez que ndo apresentam efeitos citostaticos, nem se associam a
inibigdo ou indugao proliferativa excessiva (contrariamente a HU que a inibe)'?’.

A regulagdo transcricional da HbF é realizada ao longo da vida humana através de diversos
mecanismos, entre eles os epigenéticos. De forma simplificada, os mecanismos epigenéticos
envolvidos no HbF switch sao a metilagdo do DNA (realizada por enzimas denominadas
DNMT) e a acetilagao das histonas (parcialmente realizada por enzimas denominadas HDAC).
No presente estudo, os dois compostos naturais estudados produzem resultados divergentes
a nivel epigenético, estando a EGCG associada efeitos transcricionais diminutos na metilagéo
€ mais extensos na acetilagao (genes HDACZ2 e HDACS8), enquanto a GN causa uma resposta
divergente com a dose as 72h, afetando a transcricdo de todos os genes das DNMT e
causando impacto mais extenso na acetilagao (todos os genes das HDAC) em ambos os
tempos de exposicdo. Como tal, demonstra-se que estes compostos provocam diferenca
transcricional em moduladores epigenéticos previamente implicados no HbF swtich (como a
DNMT1, DNMT3A, HDAC1, HDAC2 e HDACS3), reforcando assim que estes podem ser
potenciais indutores da HbF, atuando possivelmente a nivel epigenético.

A DNMT1 foi diretamente implicada no HbF switch interagindo diretamente com a proteina
repressora BCL11A (como parte do complexo NuRD) e funcionando como supressora da
HbF*®. O knockdown da DNMT1 em células percursoras eritrocitarias adultas permite
aumentar significativamente o nivel da HbF nestas células, mas a delegcdo conjunta deste
gene e do BCL11A consegue estimular cerca de 2 vezes mais o0 mRNA da y-globina“®.

Ja a DNMT3A foi também implicada como repressora dos genes da y-globina e atua como
“‘ponte” entre a metilagéo de histonas e do DNA no silenciamento fisiologico e transcricional

génico*®. A enzima PRMT5 (Protein Arginine Methyltransferase 5) atua como mediadora na

40

Uso de Epigalocatequina-3-galato e Genisteina como potenciais indutores epigenéticos da hemoglobina fetal



4. Resultados e discussao

repressao transcricional do gene da y-globina durante o HbF switch, uma vez que realiza a
metilagdo da arginina 3 na histona 5 que ira recrutar a enzima DNMT3A para este local*®. Por
sua vez, esta ira atuar como repressora da expressao da HbF uma vez que o seu knockdown
em células K562 leva ndo apenas a um aumento dos niveis de mRNA dos genes da y-globina,
mas também reduz a metilagdo nas suas ilhas CpG*°.

Por ultimo, a DNMT3B nao tem, até a presenta data, qualquer funcio especifica associada a
este mecanismo regulatorio.

As HDAC 1 e 2 foram também apontadas como repressoras da expressao da globina fetal,
uma vez que o0 seu knockdown em células eritrocitarias adultas permitiu aumentar as
expressdes relativas desta globina e da embrionaria®. Ja a HDAC3 foi também implicada no
HbF switch, uma vez que o seu knockdown por siRNA (apds 48 horas) foi suficiente para
aumentar significativamente a transcrigdo do gene da y-globina®'. Por ultimo, ndo existe

qualquer estudo que associe a HDAC8 a modulagao epigenética da HbF.

No presente estudo, a exposicdo celular a GN apds 72h aparenta causar diferenca
estatisticamente significativa na transcricdo do gene DNMT3A e DNMT3B na concentragcéo
mais diminuta (100 ng/mL). Adicionalmente para este tempo de exposi¢do, a GN na menor e
maior concentragdo aplicadas (100 e 500 ng/mL) demonstra-se capaz de modular a
expressao da HDAC1 e HDACS8, sem que a concentragao intermédia cause diferenca
estatisticamente significativa na transcricao destes genes.

Os mencionados resultados demonstram uma dose-resposta ndo monoténica (DRNM) da GN
nas células K562 e respostas divergentes conforme a concentragcdo e tempo de exposi¢cao
celular.

A DRNM é considerada comum em hormonas, bem como em disruptores enddcrinos como
os fitoestrogénios''. Tendo em conta que a GN é um fitoestrogénio (estruturalmente
semelhante ao estrogénio) pode, em menor escala, atuar nos recetores desta hormona e
mimetizar os seus efeitos no organismo humano'?.

Regra geral, os fitoestrogénios despoletam efeitos estrogénicos em doses baixas e
antiestrogénicas em concentragdes altas através de diferentes mecanismos moleculares'.
No caso da GN, foi anteriormente descrito que atua de forma diferente na adipogénese e
osteogénese, sendo que em concentragdes baixas (abaixo de 1 uM) age como um agonista
do estrogénio e estimula a osteogénese, mas inibe a adipogénese (através da ativacao dos
recetores de estrogénio a ou 3) e em concentracdes elevadas (acima de 1 pyM) vai interagir
com recetores ativados por proliferadores de peroxissoma gama (PPARy - peroxisome
proliferator activated receptor gamma) e inibir a osteogénese, estimulando a adipogénese'?*.
Assim, a GN ativa dois alvos moleculares diferentes (recetores estrogénio e PPARYy) conforme
a concentragdo aplicada, tendo efeitos bioldgicos (osteogénese e adipogénese) opostos'?.

41

Uso de Epigalocatequina-3-galato e Genisteina como potenciais indutores epigenéticos da hemoglobina fetal



4. Resultados e discussao

A DRNM da GN esta ainda concordante com um estudo previamente realizado, no qual
suprimiu a expressao do BCL711A em células K562 apés 72h de exposicao em concentragdes
de 100 e 500 ng/mL, mas num tempo de exposi¢cao superior (96h) este efeito apenas foi
verificado na concertagao de 250ng/mL"%,

A toxicologia classica, na qual “a dose define o veneno” (principio de Paracelso), define uma
dose-resposta monotdnica quando se deteta resposta de um organismo exposto a um téxico
€ que esta sera diretamente (ou inversamente) proporcional a sua concentracao de exposi¢ao
até atingir a dose maxima efetiva, aquela para além do qual se pode aumentar a dose do
toxico sem que a resposta aumente'?’. A DRNM é um conceito que define uma curva
representativa da relagdo dose-resposta de determinado composto que muda de dire¢cao (nédo
¢ linear) dentro do intervalo de doses estudadas'?'. A situagdo ndo monotonica é cada vez
mais frequente na atualidade e representa um desafio aos conceitos fundamentais da
toxicologia (a resposta nao é linear perante um aumento da dose praticada) e na avaliagdo do
risco da exposi¢ao ao toxico (ndo se podem seguir 0s principios basicos para testar os niveis
de bioseguranca e exposi¢cao ambiental, extrapolando respostas obtidas ao testar a dose mais
elevada porque os efeitos a doses mais baixa podem n&o ser proporcionais)'?'.

Nao existe apenas um mecanismo aceite pela comunidade cientifica no qual assenta a
etiologia da DRNM, sendo que as teorias propostas sédo diversas e complexas, como a
existéncia de diversos alvos moleculares pelos quais o toxico estudado tem diferentes
afinidades e efeitos opostos (0 composto tem afinidade para o recetor A em doses baixas e
induz efeitos bioldgicos, mas ao aumentar a dose ira também ligar-se ao recetor B que causa
efeitos opostos ao que a primeira ligagdo despoleta) ou a dessensibilizacdo do recetor
especifico (em altas doses o xenobidtico vai saturar os recetores para os quais tem afinidade
e causar a desregulagao da sua atividade, com consequente diminuigdo do efeito bioldgico
observado em doses baixas)'?'.

Neste estudo, a EGCG apds 96h de exposigao, teve impacto significativo nos niveis de mRNA
da HDAC2, apresentando efeitos divergentes conforme a dose pois estimulou a sua
expressao na concentracdo mais baixa e reprimiu-a na concentracdo mais elevada. Em
ambos os tempos de exposigao aplicados, a EGCG aparenta induzir significativamente os
niveis de mMRNA da HDACS8 exclusivamente na concentragao mais baixa.

Os mencionados resultados demonstram também que os efeitos da EGCG nas células K562
seguem uma dose-resposta ndo monotonica (DRNM) e resposta divergente conforme a dose.
A DRNM foi previamente descrita para a EGCG reportando-se que uma concentragdo de
100ng/mL e tempo de exposi¢cao de 72h em células K562 causa uma repressao transcricional
do BCL11A, enquanto células expostas durante 96h apenas apresentam impacto no nivel de

mRNA deste gene numa concentragdo de 250ng/mL"%’.
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De forma recente, existem autores que reportam a apeténcia de atuacdo da EGCG em
recetores de estrogénio (ER-a e ERa36)'?. Se esta afinidade for futuramente comprovada,

pode ser justificacado plausivel para que a EGCG reproduza efeitos de DRNM.

Adicionalmente, os nossos resultados demonstram que a EGCG apenas afetou os niveis de
MRNA da DNMT3A na concentragéo de 250ng/mL (x 0,55uM) e tempo de exposigéo de 72h,
sem que qualquer outra dose ou tempo de exposicdo apresente impacto estatisticamente
significativo em relagao ao CN da EGCG em qualquer gene das DNMT. Estudos previamente
realizados demonstram que este composto natural tem capacidade de alterar o status de
metilagcao celular, diminuindo a expressao da DNMT3B em células HelLa (cancro cervical -
EGCG a 25 pM, tratamento de 72 horas)? e de todos os genes das DNMT em células A431
(carcinoma epidermoide - 10 a 20 yg/mL ou 22 uM a 44 uM, tratamento de 72h a 144h)*' e
em células Jurkat (células T linfocitarias - EGCG a 10 pM, tratamento de 48 horas)®'. No
presente estudo, a EGCG apenas demonstra capacidade de modular a transcricdo do gene
DNMT3A as 72h e de mais nenhum gene das DNMT em qualquer tempo de exposicdo. Os
nossos resultados sao discordantes com os dois ultimos estudos mencionados (é apenas
verificada uma redugdo transcricional significativa do gene DNMT3A em relagdo aos
restantes), provavelmente porque no presente estudo a concentracdo celular aplicada é
inferior a praticada pelos outros autores?'",

Em todos os mencionados estudos, ndo apenas a linhagem celular estudada é diferente da
K562 (diferentes células podem metabolizar o composto de forma distinta ou possuir afinidade
dispar para com este), mas também as concentragbes de EGCG aplicadas sdo muito
superiores as praticadas neste estudo e podem explicar o impacto significativo obtido nos
niveis de mMRNA destes genes que nao é obtido no presente estudo.

Ainda assim, a capacidade da EGCG de inibir a metilagdo do DNA é controversa porque nem
sempre exerce um efeito na metilagcao celular. Assim, os nossos resultados demonstram-se
concordantes com os obtidos num estudo de 2005, no qual a EGCG (20 ou 30 uM, 6 dias de
tratamento com substituicdo a cada 48h) ndo aparentou inibir a metilagdo do DNA nem
reverter a hipermetilagdo de genes supressores de tumor (como o p716) em células T24
(carcinoma das células de transicdo da bexiga), HT29 (adenocarcinoma colo retal) e PCR3
(adenocarcinoma prostatico)'?®. Os nossos resultados sdo ainda concordantes com um
segundo estudo de 2006, no qual a exposi¢gao de EGCG (2, 10 ou 50uM, 3 dias tratamento)
nao aparenta alterar o nivel de metilagdo das ilhas CpG em células HCT116 (cancro do célon),
nem o status de metilagdo da regido promotora do gene supressor de tumor TIMP-3
(Metalloproteinase inhibitor 3)'?”. Neste ultimo estudo, é colocada a hipotese explicativa do

dano oxidativo como consequéncia da auto-oxidagado in vitro da EGCG visto que esta
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despoleta a formagdo de micronucléolos nas células, mas ndo causa efeito na metilagao
génica'?’.

Apesar de, aparentemente, a EGCG nao afetar extensivamente a maquinaria de metilagéo,
esta teve efeitos na transcrigdo génica relativa a desacetilagéo. A sua exposi¢ao celular em
ambos os tempos aplicados conseguiu induzir significativamente os niveis de mRNA da
HDACS8, exclusivamente na concentracdo mais baixa (100ng/mL). No tempo de exposigao de
96h existiram efeitos dose divergentes tendo em conta que a dose mais baixa de EGCG
(100ng/mL) conseguiu induzir a expressao da HDAC2, enquanto a dose mais elevada
(500ng/mL) inibiu a expressao deste gene, em niveis maiores que os conseguidos pela HU
em igual tempo. De facto, a enzima HDAC2 foi previamente implicada no HbF switch como
repressora dos genes da y-globina® pelo que a sua inibigdo pela EGCG demonstra o seu
potencial indutor epigenético da HbF.

Os resultados obtidos neste estudo sdo concordantes com outro de 2015 no qual a EGCG a
25 uM nao consegue inibir a transcricdo da HDAC1 apds 48h e 72h de exposicdo em células
HelLa®.

Adicionalmente, um estudo no qual é aplicado GTP (Green Tea Polyphenol), um composto
que possui como principal componente a EGCG, a células de cancro prostatico (LNCaP)
numa concentragdo de 10ug/mL (£ 14uM de EGCG) durante 72h causa uma diminuigdo
transcricional dos genes HDAC1, HDAC2 e HDAC3%. Em relagdo ao nosso estudo, a Unica
concordancia de resultados verifica-se numa diminuicdo da transcricdo génica da HDAC2 na
maior concentragao (500ng/mL £ 1,09 yM), mas num tempo de exposi¢ao celular superior ao
do mencionado artigo (96h).

Posteriormente, um artigo de 2013 expde células de carcinoma do célon (HCT 116 e HT-29)
a doses de 50, 100 e 150uM de EGCG durante 72h (tempo igual ao aplicado no presente
estudo), analisando de seguida a expressdo génica das HDAC1, HDAC2 e HDAC3%. Apds
72h de exposicao celular, a expressao de todas estas HDAC nas células HCT 116 foi inibida
nas concentragdes de 100 e 150uM . Ja nas células HT-29, apenas a concentragédo de
150uM demonstra capacidade de reduzir todas as HDAC enquanto a de 100 uM apenas
reduziu o nivel de mMRNA da HDAC3%. E de notar que neste e anterior estudo apresentado, é
mais frequente a inibicdo dos niveis de mMRNA das HDAC1, HDAC 2 e HDAC3 apos
tratamento celular de 72h com a EGCG, sendo estes divergentes em relagéo ao nosso estudo
no qual nao se reporta diferenga estatistica no nivel de mRNA de qualquer HDAC apods
tratamento com a EGCG em igual tempo de exposigao celular. A diferenga mais notdéria em
relacdo ao presente estudo acabam por ser as condi¢cdes de estudo praticadas in vitro,
nomeadamente a linhagem celular utilizada e dose de EGCG aplicada. Desta forma, uma
possivel justificagdo para que os nossos resultados ndo se demonstrem concordantes com os

anteriormente obtidos pode passar pelo diferente metabolismo deste composto conforme a
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linhagem celular ou que as doses de exposi¢ao das respetivas células sejam muito superiores
as usadas neste estudo, acabando por causar mudanga transcricional pés-tratamento.

Em relacado a GN, os nossos resultados demonstram que no menor tempo de exposi¢ao, todas
as concentracdes sao capazes de aumentar os niveis de mRNA da DNMT1 pds-tratamento,
sendo que a GN a 100 ng/mL possui ainda capacidade de estimular a expressdo da DNMT3A
e DNMT3B e a concentragao intermédia apenas aumenta a transcricdo da DNMT3A. Assim,
0s nossos resultados evidenciam que a GN aparenta possuir maior afinidade de modulagao
transcricional da DNMT1 em relacéo aos restantes genes das DNMT apds 72h, sendo este
resultado concordante com estudos previamente realizados em linhagens celulares de cancro
mamario e hepatocelular'”'8192_ Um estudo de 2014 vai um pouco mais longe e reporta uma
possivel explicacdo entre a inibicio da DNMT1 por parte da GN através de modelos
moleculares de interacao in silico, no qual este composto natural ira impedir a interac&o entre
uma citosina do DNA hemimetilado e uma regido ativa na enzima que é necessaria para
subsequente processo de metilagdo'®. A GN tera afinidade para este local catalitico, formando
ligacdes hidrogénio com residuos proteicos e conseguindo assim, bloquear a agao enzimatica
desta DNMT'®,

E ainda de frisar que os mencionados estudos reportam uma diminuicdo transcricional da
DNMT1 enquanto que no presente estudo se reportam um aumento dos niveis de mRNA
deste gene''®102.  No entanto e apesar da DNMT1 estar associada a diminuigcdo da
expressao dos genes da y-globina*, a regulagdo positiva deste gene obtida no presente
estudo ndo implica estritamente que a HbF seja suprimida, uma vez que o aumento do mRNA
deste gene pode n&o implicar um aumento da quantidade de enzima com efeitos biolégicos
na metilacado génica ou um aumento da sua atividade enzimatica.

Apos 96h de exposicéo, a GN inibiu a expressdo da DNMT1 na dose mais alta (500 ng/mL).
Dois estudos previamente realizados em células mamarias cancerigenas demonstram que o
impacto na DNMT1 ¢é diretamente proporcional a dose e tempo de exposicao a GN, sendo
portanto este um resultado apoiado pela literatura'®. Para além disso, a DNMT1 foi
identificada como coadjuvante do BCL11A e MYB, dois supressores da HbF'?8, pelo que a
sua diminuigdo transcricional em niveis superiores aos obtidos para a HU em igual tempo
demonstra o seu potencial epigenético como indutora da HbF.

Conforme ja mencionado, as DNMT3A e DNMT3B sao consideradas metiltransferase de novo
porque adicionam simetricamente um grupo metil a duas cadeias de DNA previamente
desmetiladas, tendo a capacidade de modificar os padrdes epigenéticos iniciais dos genes e
metilar ilhas CpG que se encontravam intactas*®. Assim, um aumento da transcricdo da
DNMT3A e DNMT3B por parte da GN acaba por ter maior interesse que um estimulo
transcricional da DNMT1 (metiltransferase de manutengao) do ponto de vista terapéutico nas

hemoglobinopatias nas quais a expressao dos genes da y-globina ja esta a ser suprimida de
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forma fisiolégica (através da metilagdo da sua regido promotora e da atuagdo seus
repressores transcricionais como o BCL11A) porque estas podem reverter esta situacéo e
modificar o status de metilagdo génico, reativando a expresséo da HbF.

Apbs 72h, um tratamento celular com a GN a 500ng/mL consegue diminuir os niveis de mRNA
da HDAC1 e da HDACS3 de forma mais extensa que o obtido para a HU em igual tempo. A
HDAC1 foi apontada como repressoras da expressdo da globina fetal*®* e a HDAC3 foi
implicada no HbF switch uma vez que o seu knockdown foi suficiente para aumentar
significativamente a expressado dos genes da y-globina®!, demonstrando-se assim com estes
resultados que a GN pode atuar a nivel epigenético como potencial indutor da HbF.

E de notar que os estudos em relagdo & expressao génica das HDAC ap6s o tratamento com
a EGCG ou GN sao mais limitados pois estas enzimas encontra-se associadas a
determinados tipos de cancro, sendo estudadas apos literatura inicial que indique quais estéao
implicadas em determinada patologia. Exemplificando, um artigo de 2020 analisa em HMEC
(Human Microvascular Endothelial Cells) a expressao das HDAC pés-tratamento com a
EGCG previamente implicadas em carcinomas endoteliais, as HDAC1, HDAC3, HDAC5 e
HDAC?7, mas nao das HDAC2 e HDACS8 '?°. Como tal, nem sempre as HDAC de classe | estéo
associadas de forma universal a situagdes cancerigenas, variando conforme o tumor e
dificultando a comparacéao dos resultados obtidos anteriormente e os do presente estudo.
Além do mais, no caso do HbF switch apenas se encontra estalecido que as HDAC1, HDAC2
e HDAC3 estejam implicadas neste processo, sem que o seu mecanismo de atuacao seja
totalmente conhecido pelo que se torna dificil realizar uma escolha seletiva de moduladores
de desacetilagao para estudar relativamente ao potencial indutor da HbF apés tratamento com
a EGCG e aGN.

Ainda que nao seja classificada como um agente hipometilador, a HU foi anteriormente
associada com uma discreta metilagéo (ainda que sem atingir impacto estatistico) da regiao
promotora dos genes da y-globina ap6s o seu uso™%'3'. Um estudo de 1984 coloca a hipbtese
de que um dos mecanismos de atuacdo deste composto seja através da hipometilagdo do
gene da y-globina, acompanhado de um aumento da sua expressdo'®. Apesar de ser uma
das escassas terapéuticas aprovadas pela Agéncia Europeia do Medicamento para aumentar
os niveis de HbF em pacientes adultos com DF, pelo nosso melhor conhecimento, a possivel
atuacao da HU em moduladores epigenéticos ainda ndo foi estudada até a atualidade.
Consequentemente, este € um estudo pioneiro para avaliar se este medicamento pode regular
a HbF através da modulacéo transcricional das DNMT e/ou HDAC.

De acordo com os nossos resultados, a HU conseguiu estimular a expressdo da DNMT3A em
ambos os tempos de exposicao, de forma mais extensa as 72h que as 96h. Adicionalmente,

este composto causa uma diminuicdo dos niveis de mMRNA da HDAC8 em ambos os tempos
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de exposigao e consegue ainda inibir os niveis da HDAC1 as 96h. A HU aparenta ter um efeito
mais extenso na metilagdo as 72h e na desacetilagdo as 96h, sugerindo que diferentes vias
moleculares possam estar envolvidas no seu mecanismo modulatorio epigenético.

A HU demonstra afetar mais extensamente a transcricdo da DNMT3A (metilase de novo), um
resultado que pode ser importante visto que, conforme mencionado anteriormente, a
manutencéo dos genes HBG em pacientes com hemoglobinopatias precisa de ser efetuado
ap6s o nascimento e os moduladores epigenéticos precisam de atuar quando os padrbes
epigenéticos ja se encontra pré-estabelecidos e a expressao da HbF tem de ser reativada.
Comparando os resultados dos moduladores epigenéticos obtidos com a HU relativamente
aos outros dois compostos naturais aplicados, € notério que existe maior semelhanca na
modulaco transcricional efetuada entre a HU e a GN. As 72h e na dose de 100 ng/mL, a GN
efetua uma inibigao transcricional da HDACS8 em niveis superiores a HU e ainda um estimulo
dos niveis de mRNA da DNMT3A. Ainda nesta concentracdo e tempo de exposigdo com a
GN, esta aparenta efetuar a modulacao dos mesmos genes que a HU apds 96h de exposicao
(DNMT3A, HDAC1 e HDACS8) e adicionalmente, dos genes DNMT1 e DNMT3B. Mais ainda,
no menor tempo de exposicdo, a dose mais elevada da GN provoca nas células K562 uma
maior inibi¢ao transcricional da HDAC3 que a HU para este tempo e gene, sendo que esta
ultima ndo chega a obter impacto estatisticamente significativo.

Em relagcdo a EGCG e apesar de neste estudo se obterem resultados mais discrepantes entre
a sua modulagao epigenética em comparagéo a HU, esta consegue, na maior dose e tempo
de exposigao, inibir mais extensamente o gene HDAC2 que a HU em iguais condigbes.

O conjunto destes resultados vai assim demonstrar que tanto a EGCG como GN possuem

potencial como indutores epigenéticos da HbF.

Os resultados obtidos neste estudo para a modulagao epigenética da GN nao se assemelham
apenas a HU, mas também a modulacdo epigenética demonstrada noutros estudos com
agentes hipometiladores previamente considerados para indugéo epigenética da HbF (através
de inibicdo das DNMT).

O primeiro agente hipometilador que demonstrou aumentar a expressao de y-globina foi a 5-
azacitidina, um inibidor da metilagdo do DNA que aumentou a expressao de HbF e reduziu as
anormalidades celulares em ensaios clinicos de pequena escala’’. Apesar da sua
aplicabilidade, ndo se chegaram a realizar ensaios em larga escala devido ao seu potencial
mutagénico’®. Posteriormente, a decitabina, um metabolito da 5-azacitidina que nado se
incorpora no RNA e associado a menor citotoxicidade, demonstrou maior eficacia em
aumentar a expresséo de HbF em adultos com hemoglobinopatias’.

Um estudo previamente realizado em linhagens celulares de leucemia mieldide aguda
demonstra que tanto a 5-azacitidina como a decitabina podem despoletar a hipometilagao do
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DNA e ainda deplegao da enzima DNMT1 '*3, De forma analoga, no presente estudo, a GN
aparenta afetar mais extensamente a transcricdo da DNMT1 em relacdo a DNMT3A e
DNMT3B no menor tempo de exposi¢cado celular (72h) pois todas as doses aplicadas
demonstram impacto no nivel de mMRNA deste gene.

No anterior estudo, a 5-azacitidina associa-se a maior reducdo na viabilidade celular
(diretamente proporcional ao tempo de exposi¢ao aplicado que variou entre 24h, 48h ou 72h)
que a decitabina, apesar de ser reportado que ambos causam impacto neste parametro'3,
Curiosamente e contrariamente ao mencionado estudo para os agentes hipometiladores, a
GN nao aparenta causar impacto na viabilidade das células K562 apds 72h e inclusive, apés
exposi¢cdes mais prolongadas de 96h'". A GN podera ser um viavel modulador epigenético
da HbF pois além de causar semelhante impacto epigenético que os agentes hipometiladores
previamente considerados, pode ainda ser mais vantajosa por associagdo a menor
citotoxicidade.

Em relacdo a acetilacdo, um derivado do acido butirico (reconhecido inibidor das HDAC)
denominado butirato de arginina foi escolhido para aplicacdo em ensaios clinicos de pequena
escala, demonstrando-se eficaz no aumento da HbF"2. No entanto, a terapia ndo manteve
consisténcia no seu desempenho em ensaios de maior dimensao e a sua dificuldade de
administragdo ndo permitiu que se desenvolve-se o seu uso clinico®%70,

Um estudo de 2018 realizado em células epiteliais mamarias bovinas demonstra que o sodio
de butirato (derivado do acido butirico) possui capacidade de inibir a atividade de algumas
HDAC de classe |, nomeadamente das HDAC2, HDAC3 e HDAC8"34. No presente estudo e
apos 72h de exposigao celular, a EGCG e GN aparentam afetar o nivel de mRNA do gene
HDACS8 sendo que a GN consegue para além disto, afetar a transcricdo do gene HDACS3. No
maior tempo de exposicao celular, tanto a EGCG como a GN conseguem afetar o nivel de
expressao do gene HDACS3, sendo que a GN consegue afetar exclusivamente a HDAC2. Os
nossos resultados acabam assim por ser semelhantes com o estudo previamente reportado,
tendo a EGCG e GN capacidade de afetar iguais genes conforme a dose e tempo de
exposicao.

Pelo nosso estudo e em relacdo aos mencionados, a EGCG e a GN poderao ser viaveis
moduladores epigenéticos da HbF pois podem causar semelhante impacto epigenético que
agentes inibidores das HDAC previamente considerados como indutores desta Hb em
doentes com hemoglobinopatias. No entanto, é de ter em atengdo que apesar da semelhanca,
0S nossos resultados ndo sdo diretamente comparaveis com os mencionados estudos de
agentes hipometiladores e inibidores das HDAC porque difere o objetivo de estudo, sendo
neste avaliado o impacto dos compostos na transcricdo das DNMT e HDAC e nos outros

avalia-se o impacto dos compostos na deplecao das enzimas que originam.
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Tendo em conta os resultados obtidos neste estudo para os moduladores epigenéticos apds
exposicao das células K562 com a EGCG e GN, torna-se importante correlaciona-los com um
estudo previamente realizado (nestas mesmas células e condigdes laboratoriais) sobre os
efeitos destes compostos nos genes das globinas (HBA, HBB, HBG1 e HBGZ2) e reguladores
da HbF (BCL11A, KLF1, MYB e BGLT3)'%, de forma a complementar o trabalho realizado e
tentar estabelecer relagdes entre os niveis de expressao génica pos-tratamento dos diferentes
genes implicados na regulagao transcricional da HbF.

Entre este estudo e o anteriormente realizado, existem resultados concordantes como, numa
exposigao celular de 72 horas a GN a 500 ng/mL, existir diminuicdo dos nivéis de mRNA do
gene HDAC3 (em niveis superiores aos da HU em igual tempo) e ainda uma diminuigao
transcricional do BCL11A. Nao apenas a HDACS3 foi implicada como repressora dos genes da
y-globina®', mas o BCL11A é também um reconhecido repressor da HbF, pelo que estes
resultados demonstram que a GN é um promissor candidato a indutor da expressao desta
globina. Mais ainda, apds este tratamento, obtém-se um aumento dos niveis de mRNA da
DNMT1, repressora da HbF*, Assim, é expectavel que se ndo se verifique diferenga no nivel
transcricional de qualquer um dos genes HBG apds este tratamento celular pois existe um
equilibrio entre a sua inibicado (aumento da DNMT1) e ativacao transcricional (diminuigcdo do
BCL11A). De forma analoga, apds um tempo de exposi¢cado de 96h com a GN a 250ng/mL,
nao se verifica impacto significativo no nivel de mRNA dos genes HBG1 e HBG2 uma vez que
€ inibida a transcricdo do BCL11A e estimulada a da HDACS3.

Numa exposigao celular mais prolongada a GN na maior concentragao, é expetavel ndo existir
impacto transcricional nos genes HBG1, HBG2 nem BCL11A porque apesar do KLF1 atuar
como ativador do BCL11A (upstream)® e este diminuir o seu nivel de mMRNA poés-tratamento,
verifica-se um aumento do nivel da HDAC2 que colabora com o BCL11A como repressora da
HbF33. Ainda a este tempo de exposi¢cdo, a HU as 96h aparenta diminuir a transcrigdo da
HDACT que atua no complexo NuRD como coadjuvante do BCL11A e justificando assim, a
diminuig&o dos niveis de mRNA deste regulador da HbF pos-tratamento®.

Curiosamente, apds 72h de exposicao, a menor concentracao de EGCG aumentou os niveis
de transcricdo da HDACS8 e também diminui os niveis do BCL711A em niveis superiores aos
causados pela HU em igual tempo. Mais ainda, a exposi¢ao durante 72h a GN na menor e
maior dose (100 e 500 ng/mL) estdo associadas com uma diminuigdo dos niveis de mMRNA da
HDACS e diminuigdo concomitante nos niveis do BCL11A. Para a HU, em ambos os tempos
de exposigao, esta causa uma inibigao transcricional da HDAC8 e concomitante diminuigéo
do BCL11A as 96h. A enzima HDACS8 nao possui um papel estabelecido na regulagcédo da
HbF, mas os nossos resultados sugerem que pode estar envolvida neste processo uma vez

que parece estar associadas a efeitos nos reguladores da HbF em todos os tratamentos
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efetuados (EGCG, GN e HU). Podera considerar-se a realizagéo de estudos futuros para
determinar a sua fungdo na regulagao da HbF.

Provou-se que um inibidor da via ERK, o composto U0126, tem capacidade de induzir a
expressdao da HbF em cultura de células progenitoras eritrocitarias humanas™®.
Recentemente, a HDACS foi ligada a reativagéo da via de sinalizagdo ERK para promover a
apoptose em macrdfagos'®. Se a via ERK estiver ligada a indugédo da HbF e a HDAC8 possa
ter um papel na sua reativagao, esta pode ser uma explicagcao para a possivel funcédo desta
enzima na regulacao da HbF. Mais ainda, a EGCG e a GN foram previamente caraterizadas
como indutoras da via ERK'?"'3" o que pode explicar os resultados obtidos para os niveis de

MRNA da HDACS8 pds-tratamento com estes compostos.

No entanto, existem alguns genes que apés o0 menor tempo de exposi¢ao celular (72h) a GN
se associam a resultados entre este estudo e o anteriormente realizado'” que ndo sdo
passiveis de ser relacionados tendo apenas por base o seu nivel de expressao obtido, ndo se
conseguindo colocar uma hipdtese explicativa plausivel com base na literatura atualmente
existente sobre este tema. Apdés 72h, uma concentracdo mais diminuta deste composto
(100ng/mL) aparenta diminuir a transcricdo do BCL711A e a nivel epigenético, estimular a
transcricdo dos genes DNMT1 e HDAC1. Tanto a enzima DNMT1 como a HDAC1 fazem parte
do complexo NuRD que interage diretamente com a proteina BCL11A, pelo que seria
expectavel um aumento concomitante dos niveis de mMRNA destes 3 genes3348,

Verifica-se ainda que apds 72h, a GN a uma concentragéo de 250ng/mL aparenta diminuir os
niveis de mRNA da HBA e contrariamente, aumentar os niveis da DNMT1 e DNMT3A. A
DNMT1 e DNMT3A foram apontadas como repressora da expressédo da HbF*%4° mas até a
presente data, nenhum estudo associa estas enzimas a modulagéo da HbA.

E de notar que o controlo da expressdo da HbF é um sistema dinAmico que tem por base a
transcricao de diversos genes ja identificados e de outros cuja implicagdo ou mecanismo de
atuacgado no HbF swtich sdo desconhecidos pela comunidade cientifica®. Como tal, as relagdes
diretas de causa-efeito entre dois (ou mais) genes diferentes ndo € sempre passivel de ser
realizada neste contexto. Assim, para justificar os resultados acima descritos e correlacionar
em geral os obtidos nestes dois estudos deveria confirmar-se o status de metilacdo e/ou
acetilacdo da regido promotora de determinado gene da globina ou regulador da HbF
associado a alteragdes no nivel de mRNA pés-tratamento de determinado modulador
epigenético (DNMT ou HDAC), para entender se este ultimo alterou diretamente a sua
transcricdo. Exemplificando, apenas sera possivel afirmar que apds uma exposi¢ao de 72h a
GN a 100ng/mL a transcricao do BCL 11A foi inibida por aumento transcricional da DNMT1 se
for verificado um aumento da metilacdo da regido promotora deste regulador da HbF apds

tratamento.
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E ainda importante realcar que a sintese proteica leva tempo e que as mudancas na
transcricdo de determinados genes (como as DNMT ou HDAC) podem levar algum tempo até
afetar a respetiva proteina resultante e mais ainda para se obter impacto a nivel da transcrigao
de outros genes (como os das globinas ou reguladores da HbF).

O efeito temporal torna-se particularmente evidente neste estudo e no referido’’ quando se
aumenta ou diminui a expressao de determinado repressor ou ativador transcricional da y-
globina, mas nao se verificam efeitos no nivel de mRNA da HBG1 e HBGZ2.

Apds 72h, a GN a 100ng/mL vai aumentar expressdo da DNMT1, DNMT3A e HDAC1
(repressoras da HbF), mas nao se verifica impacto a nivel da HBG1 ou HBG2. De forma
semelhante, na concentragdo intermediaria da GN (250 ng/mL) verifica-se aumento
transcricional das duas primeiras mencionadas metiltransferases, sem impacto a nivel dos
genes das y-globinas.

Num tempo de exposicdo de 96h, a EGCG na menor concentracdo causa aumento
transcricional da HDAC2 que fora previamente reportada como repressora da expressao de
HbF33, mas este tratamento ndo se associa a uma diminuigdo dos niveis celulares de mRNA
do gene HBG1 ou HGB2. Na maior concentragao e tempo de exposi¢do, a GN demonstra
capacidade de inibir simultaneamente a DNMT1 e o KLF1 (supressores da HbF), ndo se
verificando aumento transcricional dos genes da y-globina.

As variagdes no mRNA obtidas pela transcricdo de determinado gene podem quebrar a
relagdo direta e proporcional entre o transcrito e os niveis de proteina obtidos'8. Em fases
dindmicas da célula (como a diferenciagdo, a resposta ao stress ou tratamento com
determinado composto) os processos pos-transcricdo podem causar grandes desvios nesta
correlagao, fazendo com que os niveis de transcrito por si s6 nao sejam suficientes para prever
os niveis de proteina obtidos'®. Como tal, uma possivel justificagdo para que o aumento ou
diminui¢ao do nivel de determinado gene das DNMT ou HDAC implicado no HbF switch como
repressor da HbF ndo cause impacto a nivel transcricional da y-globina pode ser o tempo de
analise da expressado génica nao ser suficientemente longo para se detetaram mudancgas
transcricionais, porque o nivel de mRNA do modulador epigenético ndo € um “espelho” da
quantidade de proteina conseguida apds a sua transcri¢ao.

Tendo em conta os resultados obtidos e a justificagdo previamente apresentada, considera-
se que futuramente com o aumento dos tempos de exposi¢cao dos dois compostos poderia
obter-se resultados mais significantes a nivel dos genes HBG1 e HBG2. Um aumento do
tempo de exposicao poderia permitir associar uma alteragdo na transcricdo dos repressores
da HbF a uma diminuigdo ou aumento da sua proteina efetora e assim, obterem-se efeitos na
expressao dos genes da y-globina e consequente indugao da HbF.

Contudo, tornar-se-ia interessante adicionar pelo menos um tempo de exposi¢ao celular a

EGCG e GN mais diminuto (24h) tendo em conta que tanto no nivel de mRNA dos
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moduladores epigenéticos deste estudo como da transcricdo dos genes da globina e
reguladores da HbF obtidos no estudo anteriormente realizado'"’, se verifica maior impacto
génico as 72h do que apéds 96h. Um estudo anteriormente realizado reporta que as
concentragcbes plasmaticas maximas apos suplementacdo com EGCG em individuos
saudaveis ocorrem 1 a 2 horas apds o seu consumo, diminuindo gradualmente estes niveis
até serem indetetaveis as 24 horas'"”. Um segundo estudo relata que a suplementagdo de
individuos saudaveis de doses de 50mg de GN durante 9 dias despoleta, tanto no primeiro
como ao ultimo dia da toma oral, uma redugao drastica da concentragdo plasmatica deste
composto apos cerca de 25 horas''®. Sendo o clearance plasmatico destes compostos
naturais no ser humano de aproximadamente 24 horas, seria interessante averiguar se este
tempo de exposicao produz efeitos génicos relevantes quanto ao potencial indutor da HbF.
Por sua vez, dois estudos ja demonstraram a possivel eficacia da EGCG e da GN em
aumentar as concentragdes da HbF em humanos através da ingestao de extrato de cha verde
ou de alimentos ricos em soja, respetivamente. Um estudo realizado pelo H&TRC demonstra
que a ingestao diaria prolongada (90 dias) de capsulas de extrato de cha verde (225mg/cada)
causa aumento significativo da concentragdo de HbF?2. Ja um estudo de 1979 realizou 3
dietas diferentes a base de soja (2,5, 4,0 ou 5,5 g/kg/dia) a 39 recém-nascidos durante os
primeiros 4 meses das suas vidas™. Apos 4 meses, os niveis seroldgicos de y-globina foram
diretamente proporcionais as concentra¢cdes de soja aplicadas, estando as criangas que
realizaram o consumo de 5,5 g/kg/dia de soja associados a maior nivel desta globina™®.
Resumidamente neste estudo, a EGCG nao aparenta afetar extensamente o nivel de mRNA
das DNMT, mas demonstra estimular a expressao da HDACZ2 (reconhecida como repressora
da HbF) na menor concentragcao e ambos os tempos de exposi¢cao aplicados na células K562.
Por outro lado, a GN demonstra estimular a transcricdo de diversos repressores da y-globina
no menor tempo de exposi¢gdo, nomeadamente da DNMT1 em todas as concentragdes e da
DNMT3A na concentragao intermédia (250 ng/mL). Por outro lado, as 96h e na concentragao
de 500ng/mL, aparenta diminuir os niveis de mRNA da DNTM1. Quanto as HDAC, a GN
aparenta afetar a transcricdo de reconhecidos inibidores da HbF conforme a concentracao
aplicada as 72h, estimulando a transcricao da HDAC1 na menor concentracao e inibindo a
expressdo da HDAC1 e HDAC3 na maior concentragdo. As 96h afeta também os niveis de
mMRNA da HDACS3 na concentragéo intermédia (250ng/mL) e adicionalmente, da HDAC2 na
maior concentracéao.

Consegue assim entender-se com este estudo que, em células K562, a EGCG e a GN afetam
a transcrigdo de moduladores epigenéticos implicados no seu potencial indutor da HbF (DNMT
e HDAC) pelo que futuramente, podera ser proveitoso estudar-se 0 mecanismo de atuagao

na regulacédo da HbF destes compostos em células eritrocitarias humanas.
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5.1. Conclusoes

Resumidamente, os dois compostos naturais estudados aparentam causar impacto na
transcricdo de moduladores epigenéticos previamente implicados na regulagido da HbF.
Verifica-se que a EGCG e a GN despoletam modulagcdo epigenética em células K562
concomitante com efeitos na transcricdo dos genes das globinas e reguladores da y-globina
previamente reportados, apontando assim para o seu potencial indutor epigenético da HbF.

Em suma, obtiveram-se os seguintes resultados no presente estudo:

e a EGCG associa-se a efeitos transcricionais diminutos na metilagdo e mais extensos na
acetilacao, afetando os genes HDAC2 e HDACS.

¢ a GN causa uma resposta divergente com a dose as 72h, afetando sempre a transcrigao
do gene DNMT1 e as 96h, demonstra-se também capaz de inibir a expresséo deste gene
na maior concentracdo. Os seus efeitos transcricionais sdo mais extensos na
desacetilacao (todos os genes das HDAC), em ambos os tempos de exposicao.

e 0s dois compostos associam-se a uma dose-resposta nao monotdnica (DRNM);

e na maior concentragdo (500ng/mL), tanto a GN apdés 72h como EGCG apds 96h
conseguem inibir a transcrichio da HDAC3 e HDAC2 (repressores da HbF),
respetivamente, em niveis superiores aos obtidos para a HU;

¢ a HU aparenta atuar exclusivamente pela modulagao génica da DNMT3A em ambos o0s
tempos de exposigao. Vai ainda inibir a transcricao da HDACS8 as 72h e adicionalmente,
da HDAC1 as 96h, sugerindo assim vias de atuagao temporal distintas;

e o0gene HDACS8tem os seus niveis de mRNA modificados em qualquer um dos tratamentos
celulares realizados (EGCG, GN e HU) pelo que pode estar implicado na regulagéo da
HbF.

Em suma, tanto a EGCG como a GN podem atuar a nivel epigenético perante o seu potencial
indutor de HbF.

A EGCG e a GN podem atuar como indutores epigenéticos da HbF de forma semelhante a
HU, representando uma futura alternativa terapéutica nas hemoglobinopatias e associando-
se a menores efeitos secundarios. Mais ainda, por serem compostos naturais presentes na
dieta, podem ser mais facilmente fornecidos aos doentes de paises em desenvolvimento com
maior escassez de recursos.

Futuramente, os efeitos especificos destes compostos poderdo ser estudados em células

progenitoras eritrocitarias humanas, para conseguir entender objetivamente o potencial da
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sua aplicacdo como indutores da HbF. Aspira-se a se possa recorrer a estes compostos para
desenvolver ensaios clinicos e entender o seu mecanismo de atuacdo diretamente em
doentes com hemoglobinopatias, uma das doengas monogénicas mais comuns na atualidade
e cuja prevaléncia devera aumentar futuramente, exigindo alternativas terapéuticas menos

perigosas e com ampla distribuicdo mundial.

5.2. Estudos futuros

A regulagao epigenética também realizada pelos microRNA (miRNA) que tem a capacidade
de se ligarem a fatores transcricionais, inibindo-os*446, Assim, um estudo futuro podera avaliar
o nivel de expressao génica dos microRNA apds a exposigcao celular a EGCG e GN, para
entender de forma mais extensa possivel impacto epigenético destes compostos. Seria ainda
interessante realizar a exposicéo das células K562 a estes compostos naturais e a inibidores
especificos de vias de sinalizacdo moleculares (ex. MAPK e PI3K/Akt), para entender o
potencial mecanismo de atuagdo molecular de cada um.

Estudos anteriores realizados em figados fibroticos de ratinhos'#, linhagem celular e ratinhos
com cancro prostatico'"42, pré-adipocitos implicados no desenvolvimento da obesidade'™® e
queratindcitos ativados que libertam fatores causadores de inflamacao da pele'** demonstram
que o uso combinado destes dois compostos naturais atenua em maior grau as mencionadas
patologias que de forma individual. Como tal, seria interessante continuar o projeto e realizar
a co-exposigao de células da linhagem K562 a EGCG e GN de forma a averiguar se estes
compostos podem atuar sinergicamente na indugao da HbF.

O uso de células da linhagem celular imortalizada K562 pode ter eventual implicacdo na
transposic¢ao dos resultados para seres humanos. Apesar do seu extenso uso no estudo de
possiveis indutores da HbF, estas sdo incapazes de completar normal eritropoiese humana
(ndo chegando a expressar maioritariamente a HbA) e uma baixa expressao do gene
BCL11A%*. Torna-se importante a realizagdo de um futuro estudo que permita ultrapassar
estas limitagdes e na qual se verifique o possivel efeito da EGCG e GN em células precursoras
eritrocitarias com normal eritropoiese (obtidas através da cultura em 2 fases do sangue
periférico de pessoas saudaveis) e assim, expressao dos genes das globinas caracteristicos
dos adultos (nomeadamente na expressdo de HbA) e niveis fisiolégicos dos genes
reguladores da HbF (como o BCL11A)"°,
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7. Apéndices

7.1. Apéndice I: Caraterizagao das variaveis em estudo

Tabela 7.1 - Classificagdo e caracterizagao das variaveis em estudo.

Tipo de i Escala de
Variavel em estudo Classificagao
variavel medida
o Composto usado na exposigdo celular Qualitativa Nominal
Variaveis - T .
. Concentracdo do composto Quantitativa Discreta
independentes
Tempo de exposicao celular Quantitativa Discreta
Variaveis ] o o )
Nivel de expressao génica celular Quantitativa Continua
dependentes
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7.2. Apéndice Il: Fundamento e procedimento para isolamento e

purificagao de RNA total

7.2.1.0bjetivo

Extrair, isolar e purificar pequenas quantidades de RNA total presente numa cultura celular.

7.2.2.Fundamento

As células K562 previamente tratadas com EGCG e GN, controlos positivo e negativos, foram
transferidas das placas para tubos Falcon de 15mL e centrifugadas a 1500rpm, durante 5
minutos. Os pellets celulares foram entdo centrifugados duas vezes com 10mL de PBS,
descartando-se o sobrenadante (com detritos celulares).

Iniciou-se entdo a extracdo do RNA total por adicdo de 175uL do tampéao lise RNA as células
lavadas, garantindo correta homogeneizacao por vortex e/ ou pipetagem. Primeiramente, a
amostra foi homogeneizada com este reagente que contém dodecil sulfato de sédio, guanina
tiocianato e B-mercaptoetanol (BME). O primeiro composto atua na disrup¢ao das membranas
celulares e em conjunto com o segundo composto, na desnaturagao das nucleo-proteinas que
envolvem o RNA. Ja o BME vai inativar as RNases (prevenindo a digestdo do RNA) através
da reducao das pontes de dissulfureto da estrutura proteica, com desnaturacgao irreversivel
destas enzimas.

Adicionou-se entdo 350uL de tampao de diluigdo de RNA (cor azul) a 175uL de lizado,
misturando-se por inversio do tubo. Colocou-se entdo num banho-maria de 70°C por 3 min,
nao incubando durante mais tempo para ndo comprometer a integridade do RNA a isolar e
centrifugou-se de 12.000 a 14.000 x g por 10 min a temperatura ambiente (TA). A adigao do
tampéo diluicdo de RNA causa a precipitagdo das proteinas celulares, mantendo o RNA
isolado em solugao. A centrifugacao desta mistura permite a remogao dos restos celulares e
proteinas precipitadas (que depositam no fundo do tubo).

Transferindo-se o sobrenadante (cor limpida) para novo conjunto da coluna de rotagéo, a
adicao de 200 pL de etanol 95% permitiu precipitar seletivamente o RNA que se deposita e €
adsorvido na membrana de silica presente nas fibras de vidro do spin basket durante a
seguinte centrifugacao de 1min, 12.000 a 14.000 x g.

Ap06s centrifugagao, descarta-se o liquido do tubo coletor (com impurezas e detritos celulares)
e volta a colocar-se o spin basket neste. Adicionou-se 600uL da solugao de lavagem de RNA
ao conjunto da coluna de rotagao, centrifugando-se novamente durante o tempo e rotagdes
por minutos previamente mencionadas. A adi¢gdo da solugdo de lavagem de RNA permite

remover os sais e impurezas presentes.
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Segue-se o tratamento com a mistura da enzima DNAse (previamente preparada para cada
amostra com 40uL de tampéo Yellow Core, 5uL de MnCI2 a 0,09M e 5uL da enzima DNase
), para digestdo do DNA genomico, diminuindo eventual contaminacéo e interferéncia deste
na futura realizagdo de técnica de amplificagdo molecular. Foram adicionados 50 uL da
mistura de DNAse diretamente ao spin basket de cada amostra e incubou-se durante 15 a 20
minutos a temperatura ambiente (TA).

Apoés esta incubacao, adicionou-se 200 uL de Solugdo de DNase Stop ao Spin Basket e
centrifugou-se a 12.000-14.000 x g durante 1 min, para interromper a ag¢do desta enzima e
prevenir que ocorra dano celular. Sem que fosse necessario esvaziar o tubo coletor, realizou-
se uma lavagem com 600 uL de solucido de lavagem de RNA, realizando-se uma primeira
centrifugacao nas condigdes anteriormente mencionadas e esvaziando-se o tubo coletor, e
uma segunda com 250 uL desta mesma solucao, desta vez centrifugada a alta velocidade por
2 min. Estas duas lavagens garantem total remoc¢éo de impurezas, apds as quais o RNA total
sera eluido com 100 pL de agua livre de nucleases da membrana para o novo tubo de 1,5 mL,
centrifugando-se a 12.000-14.000 x g por 1 min e encontra-se pronto a usar (para os

seguintes ensaios de analise pds-tratamento) ou armazenar a -70°C.

7.2.3.Procedimento

o Preparacao das células cultivadas em suspensao:
1) Lavar as células com 1X PBS;
2) Recolher as células para um tubo de centrifugagédo. Realizar centrifugagdo a 500 x g

durante 5 min. Descartar o sobrenadante.

e Purificagdo do RNA por microcentrifugagao:

1) Remover uma coluna de rotagédo e tubo coletor para cada amostra a ser processada.
Rotular cada tubo coletor;

2) Transferir a solugao do lizado (de cor limpida) para um novo tubo de microcentrifuga por
pipetagem. Evitar a perturbacdo dos detritos existentes;

3) Adicionar 200uL de etanol a 95% ao lizado e homogeneizar com a pipeta 3-4 vezes.
Transferir esta mistura para o conjunto da coluna de rota¢do. Colocar o conjunto da coluna
de rotacdo numa rack de tubos de microcentrifuga. Centrifugar de 12.000 a 14.000 x g
durante 1min;

4) Pegar no spin basket do conjunto da coluna giratéria e descartar o liquido do tubo coletor.
Colocar o spin basket de novo no tubo coletor. Adicionar 600uL da solugdo de lavagem
de RNA ao conjunto da coluna de rotagao. Centrifugar a 12.000-14.000 x g durante 1min;

5) Para cada isolamento a ser realizado, preparar a mistura de incubacdo de DNase com
40uL de tampéo Yellow Core, 5uL de MnCl; a 0,09M e 5uL da enzima DNase |, por
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amostra, num tubo estéril (pela ordem mencionada). Preparar apenas a quantidade
necessaria de mistura de incubacdo de DNase e pipetar cuidadosamente cada
componente. Homogeneizar com pipetagem suave, nado vortexar. Manter a DNase | no
gelo enquanto estiver a descongelar. Aplicar 50uL desta mistura de incubacédo de DNase
preparada no momento e colocar diretamente na membrana dentro do Spin Basket. A sua
cor amarela permite verificar se a solugdo cobre completamente a membrana;

Incubar por 15 minutos a 20—-25°C. Apés esta incubacéo, adicionar 200 yL de Solugao de
DNase Stop ao Spin Basket e centrifugar a 12.000-14.000 x g durante 1 min. Nao é
necessario esvaziar o tubo coletor antes do préximo passo;

Adicionar 600uL de solucido de lavagem de RNA e centrifugar a solugdo de 12.000 a
14.000 x g por 1 min;

Esvaziar o tubo coletor e adicionar 250uL de solugao de lavagem de RNA, centrifugando
em alta velocidade por 2 min;

Remover a tampa do Spin Basket através de um movimento de rotagao;

10) Para cada amostra, remover um tubo de eluicdo de 1,5 mL. Transfirir o Spin Basket do

tubo coletor para o tubo de eluicdo e adicionar 100uL de agua livre de nucleases a
membrana. Certificar que a superficie da membrana esta completamente coberta com a
agua. Colocar os conjuntos do cesto rotativo na centrifuga com as tampas dos tubos de
eluicdo voltadas para fora. Centrifugar a 12.000-14.000 x g por 1 minuto. Remover e
descartar o Spin Basket. Tapar o tubo de eluicdo que contém o RNA purificado e

armazenar a —70°C.

Procedimento adaptado de: Brisco P, Sankbeil J, Kephart D. RNA Purification: A Rapid and
Versatile Protocol for the Isolation of Total RNA. Promega Notes. January 1997:7.
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7.3. Apéndice lll: Fundamento e procedimento para quantificagao

do RNA total

7.3.1.Fundamento

Neste ensaio, faz-se uso do reagente Qubit® RNA HS que contém um composto fluorescente

que quando livre ndo imite fluorescéncia mas, quando se liga a um acido nucleico (RNA) vai

aumentar a sua fluorescéncia. Esta que pode ser detetada através de um fluorémetro e sera

diretamente proporcional a concentragdo de RNA presente na amostra'’.

7.3.2.Procedimento

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

Preparar o numero de tubos PCR de 0,5mL necessarios para as amostras e 2 padrbes
Qubit® (estes ultimos disponiveis no kit a usar), rotulando cada um;

Preparar a solugcdo de trabalho necessaria para as amostras e padrées num tubo de
plastico transparente (e ndo de vidro) através da diluicdo de 1 parte do reagente Qubit®
RNA HS e de 199 partes do tampao Qubit® RNA HS (fator diluigdo 200);

Adicionar 190uL de solucéao trabalho a cada um dos tubos para os padroées;

Adicionar 10uL de cada padrao Qubit® no respetivo tubo e vortexar cada um durante 2 a
3 segundos, tendo o cuidado de nao criar bolhas.

Adicionar a solugao de trabalho de forma individual em cada tubo de amostra, adaptando
0 volume em cada uma para que o final seja de 200uL. Variando o volume da amostra de
1 a 20uL, o volume da solugao de trabalho a adicionar pode estar entre os 180 e 199L.
Vortexar cada tubo durante 2 a 3 segundos;

Permitir que todos os tubos sofram uma incubacao de 2 minutos a temperatura ambiente;
Proceder a leitura de todos os tubos no fluorometro Qubit ® 3.0, até 3 horas apds
incubagao:

7.1.) Iniciar-se a leitura pelos padrdes, primeiro com o padrdo #1 e em seguida, removendo
este do instrumento e realizando a leitura do padrao #2;

7.2.) Realizar a leitura para cada amostra individual, definindo anteriormente no ecra inicial
a quantidade de cada amostra presente (1 a 20uL), bem como as unidades da
concentragao de amostra final a apresentar (por exemplo, em ng/mL). O equipamento

realiza o calculo automatico da concentragdo de RNA total presente em cada amostra.

Procedimento adaptado de: Thermo Fisher Scientific. User Guide Manual: Qubit® RNA HS
Assay Kits for Use with the Qubit® Fluorometer (MAN0002327).; 2015.
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7.4. Apéndice IV: Quantificagdao do RNA obtidas nas amostras em

estudo através do ensaio Qubit

7.4.1. Quantifcagdo do RNA no tratamento celular com GN

Tabela 7.2 - Resultados da quantificacdo do RNA total obtido nas células K562 expostas a GN.

Placa Tratamento Tempo [RNA] em ng/mL

GN 100ng/mL 16,9
GN 250ng/mL 55,8
GN 500ng/mL 9,76
A HU 25ug/mL 7,6
DMSO 500ng/mL 94,4
Controlo negativo 4.0
GN 100ng/mL 31,6
GN 250ng/mL 14,1
GN 500ng/mL 13,3

B 72 horas
HU 25pg/mL 4,8
DMSO 500ng/mL 56,8
Controlo negativo 8,82
GN 100ng/mL 15,6
GN 250ng/mL 14,3
GN 500ng/mL 33,6
¢ HU 25ug/mL 9,6
DMSO 500ng/mL 63,6
Controlo negativo 20,2
GN 100ng/mL 112
GN 250ng/mL 37,4
GN 500ng/mL 16,4
P HU 25ug/mL 96 horas 27,6
DMSO 500ng/mL 32,2
Controlo negativo 23,2
E GN 100ng/mL 40,8
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GN 250ng/mL
GN 500ng/mL
HU 25ug/mL
DMSO 500ng/mL
Controlo negativo
GN 100ng/mL
GN 250ng/mL
GN 500ng/mL
HU 25ug/mL
DMSO 500ng/mL

Controlo negativo

71

14,2
17,3
62,2
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120
65,8
60,4
74,0
15,5
53,0
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7.4.2.Quantificacdo do RNA no tratamento celular com EGCG

Tabela 7.3 - Resultados da quantificagdo do RNA total obtido nas células K562 expostas a EGCG.

Placa Tratamento Tempo [RNA] em ng/mL
EGCG 100ng/mL 32,6
EGCG 250ng/mL 50,0
A EGCG 500ng/mL 33,6
HU 25ug/mL 32,8
Controlo negativo 35,8
EGCG 100ng/mL 46,2
EGCG 250ng/mL 43,2
B EGCG 500ng/mL 72 horas 83,8
HU 25pg/mL 26,2
Controlo negativo 88,4
EGCG 100ng/mL 55,4
EGCG 250ng/mL 66,0
Cc EGCG 500ng/mL 61,4
HU 25ug/mL 2,04
Controlo negativo 58,6
EGCG 100ng/mL 124
EGCG 250ng/mL 16,6
D EGCG 500ng/mL 20,4
HU 25pg/mL 1,33
Controlo negativo 97,6
EGCG 100ng/mL 43,4
EGCG 250ng/mL 136
E EGCG 500ng/mL 96 horas 110
HU 25pg/mL 4,2
Controlo negativo 104,0
EGCG 100ng/mL 35,8
EGCG 250ng/mL 36,0
F EGCG 500ng/mL 39,8
HU 25ug/mL 9,58
Controlo negativo 54,2
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7.5. Apéndice V: : Fundamento, teoria base e procedimento para

realizagcao do PCR quantitativo em pequena escala

7.5.1.Fundamento

A técnica de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) permite obter dados a medida que se
desenvolve esta reagdo e conseguindo-se combinar, simultaneamente e num unico passo, a
amplificacdo e detegcdo do acido nucleico (DNA) alvo através da adicdo de compostos
fluorescentes''®. Os corantes de ligagdo ao DNA emitem fluorescéncia quando se ligam a este e
conforme as cadeias amplificadas se acumulam durante os ciclos, existe maior nimero de ligacdes
a serem formadas e consequentemente, a intensidade da fluorescéncia aumenta proporcionalmente

a concentragdo de DNA amplificado™'3.

7.5.2.Teoria adjacente a técnica de PCR quantitativo em tempo real

A Supermix iTag™ Universal SYBR® Green é uma solugdo comercial pronta a usar para ensaios
de gRT-PCR. Esta incorpora a enzima DNA polimerase iTaq, potenciadores e estabilizadores de
reacao, dNTPS (desoxirribonucleétidos tri-fosfato), MgCl., o corante SYBR Green | € uma mistura
de corantes de referéncia passivos (como o ROX e a fluoresceina). Assim, apenas é necessario
adicionar, para cada reagao, a cadeia molde de DNA a amplificar e os primers especificos para o
gene a detetar.

O corante SYBR Green | € um fluorocromo que se liga a cadeia dupla de DNA a medida que esta é
sintetizada. Conforme as cadeias sao amplificadas e acumulam durante os ciclos, existe maior
numero de ligacdes a serem formadas e consequentemente, a intensidade da fluorescéncia
aumenta proporcionalmente a concentracido de DNA amplificado.

A reacgdo de PCR pode ser dividida em 4 fases através do grafico de amplificagdo do acido nucleico
ao longo dos ciclos realizados (figura 7.1) — a fase linear ou base, a fase exponencial, a fase log-
linear ou exponencial e a fase de plateau'3.

Durante a fase linear ou base (normalmente os primeiros 10 a 15 ciclos), o PCR inicia-se e a
emissao de fluorescéncia a cada ciclo ainda nao ultrapassa o nivel de fundo, sendo a fluorescéncia
de fundo ou base calculada neste momento''®. Numa fase exponencial, a fluorescéncia emitida
atinge um limiar onde é significativamente maior (normalmente cerca de 10 vezes o desvio-padréo
da base) que os niveis de fluorescéncia de fundo'®. O ciclo de PCR em que ocorre este fendmeno
da-se entdo o nome de Ct (limiar do ciclo, limiar da fase exponencial ou cycle threshold)'3. A
quantidade de DNA inicial € inversamente proporcional a este valor, uma vez que quanto maior a
quantidade de DNA na amostra inicial, mais rapidamente aumenta o sinal fluorescente e menor sera
o Ct'3,

Durante a fase log-linear ou exponencial da-se um periodo de amplificagao linear com o produto do

PCR a duplicar no fim de cada ciclo'®. Finalmente a fase de plateau é atingida quando os
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componentes da reacao se tornam limitados e a intensidade de fluorescéncia nao tem utilidade para

calculo dos dados'3.

Fase de plateau

Fase

log-linear
ou

exponencial

Fase

exponencial \.
Limiar da fase exponencial

fluorescéncia relativa

Fase linear ou base

b T T T = #Ciclo
0 10 ct 20 30 40

Figura 7.1 - Fases da curva de amplificacdo do PCR (base, exponencial, log-linear e plauteau) da quantidade
relativa da fluorescéncia emitida em fungdo do numero do ciclo. Adaptado de: Quan PL, Sauzade M, Brouzes E.
dPCR: A Technology Review. Sensors (Basel). 2018;18(4):1271. Published 2018 Apr 20. doi:10.3390/s18041271.

7.5.3. Procedimento

1) Preparacao do mix para a reagao de qRT-PCR num tubo de PCR para cada amostra e gene

alvo a amplificar:

Tabela 7.4 — Componentes da reagédo de qRT-PCR

Componente Volume de reacgao final - 20uL
5x HOT FIREPoI® EvaGreen® qPCR Supermix 4,0 uL
Primer Forward (10 pmol/uL) 0,2a0,4 uL
Primer Reverse (10 pmol/uL) 0,2a0,4 uL
DNA molde da amostra Variavel *
Agua destilada especifica para PCR Até 20uL

* Para cDNA o volume final deve ser calculado para que a concentracao varie entre 0.1 pg/uL -10 ng/uL.

Nota: O componente 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Supermix € uma solugdo comercial
pronta a usar para ensaios de PCR quantitativo em tempo real que incorpora um corante
fluorescente (EvaGreen®), a enzima DNA polimerase HOT FIREPoI®, um tampao otimizado, MgCI2
a 12.5 mM, os dNTPs (desoxirribonucleétidos tri-fosfato) e um corante de visualizagdo azul. Assim,
apenas € necessario adicionar, para cada reagao, a cadeia molde de DNA a amplificar e os primers

especificos para o gene a detetar.

2) Realizacao de 45 ciclos de PCR no termociclador Bio-Rad iCyler®, com as seguintes condi¢gdes
de incubagao para cada ciclo - 95°C por 2 minutos (ativagéo da polimerase); 95°C durante 30

segundos (desnaturagéo); 55°C por 30 segundos (annealing) e 72°C por 1 minuto (elongacéo).

Procedimento adaptado de: Solis BioDyne. Recommendations for HOT FIREPol® EvaGreen®
QPCR Supermix. Estoénia.
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7.6. Apéndice VI: Resumo dos niveis de expressao génica pos-

tratamento com EGCG, GN e HU

Tabela 7.5 - Niveis de expressao génica estatisticamente significativos obtidos nas células K562 pos-tratamento com
EGCG, GN e HU.

Tempo de Tratamento Niveis de transcrigdo génica estatisticamente
exposicao significativos (p < 0,05)
EGCG 100ng/mL 1 HDACS8
EGCG 250ng/mL 1 DNMT3A
EGCG 500ng/mL
72 horas GN 100ng/mL 1 DNMT1, 1 DNMT3A, t DNMT3B, 1 HDAC1, | HDACS8
GN 250ng/mL 1 DNMT1, 1 DNMT3A
GN 500ng/mL 1t DNMT1, | HDAC1, | HDACS3, | HDACS8
HU 25ug/mL 1 DNMT3A, | HDACS8
EGCG 100ng/mL 1 HDAC1, 1 HDACS8
EGCG 250ng/mL
EGCG 500ng/mL | HDAC1
96 horas GN 100ng/mL
GN 250ng/mL 1 HDAC3
GN 500ng/mL | DNMT1, 1 HDAC2, | HDACS
HU 25pg/mL 1 DNMT3A, | HDAC1, | HDACS8

Legenda: 1 = indugao transcricional; | = inibigdo transcricional.
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